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RESUMEN 
 
En este estudio se evaluó la variación intraespecífica en gulupa (Passiflora edulis f. edulis Sims) 
a nivel del DNA, usando los marcadores moleculares AFLPs y SSRs. Se colectaron 60 materiales 
de gulupa procedentes de cultivos comerciales ubicados en los departamentos de Cundinamarca, 
Boyacá, Huila, Tolima, Quindío y Antioquia. Adicionalmente, se incluyeron diez materiales del 
Banco de Germoplasma de Passifloracea de Corpoica La Selva. Como testigos se empleó una 
planta de gulupa no cultivada comercialmente y tres especies ubicadas dentro del género 
Passiflora: maracuyá, cholupa y granadilla. De las 49 combinaciones de primers selectivos de 
AFLPs evaluados se seleccionaron las seis combinaciones más informativas. Con estas 
combinaciones se obtuvieron entre 52 y 92 fragmentos por genotipo para un total de 419 
fragmentos. De los 17 primers de microsatelites reportados para maracuyá ocho de ellos 
amplificaron con éxito en gulupa pero todos fueron monomórficos. Con el total de los fragmentos 
obtenidos se construyó un dendograma utilizando el coeficiente de similaridad de Dice y el 
algoritmo UPGMA. Los coeficientes de similaridad estuvieron en un rango de 0,75-1,00 con un 
promedio de 0,96 entre los materiales de gulupa con lo cual se evidenció una baja variabilidad 
genética entre los individuos evaluados. Con base en el análisis de correspondencia múltiple fue 
posible identificar seis individuos que se diferenciaron del grupo de los materiales evaluados.  
 
Palabras claves: Variabilidad genética,  AFLPs,  SSRs,  análisis cluster, Passiflora edulis f. 
edulis Sims. 
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ABSTRACT 
 
In this study we evaluated the intraspecific variation in P. edulis f. edulis Sims at DNA level 
using as molecular markers fragments from AFLPs and SSRs. 60 materials were collected from 
commercial crops located in Cundinamarca, Boyacá, Huila, Tolima, Quindío and Antioquia 
departments. In addition, we included ten materials from the Passifloracea Germoplasm Bank of 
Corpoica La Selva. As controls we included one plant of non-commercial gulupa and three 
species from the Passiflora genre: Passiflora maliformis, Passiflora edulis f. flavicarpa and 
Passiflora ligularis. We selected from initial screening using 49 different AFLPs combinations 
the six more informative. Using these six combinations, we obtained between 52 and 92 DNA 
fragments for each combination in each genotype to a total of 419. From the 17 SSRs primers 
reported to P. edulis f. flavicarpa and Passiflora alata, only eight of them amplified in gulupa. 
The total fragments obtained were using the Dice coefficient and UPGMA algorithm. The 
similarity coefficients ranged between 0,75 and 1,00 with an average of 0,96 between the 
different gulupa materials, evidencing a low genetic variability in the gulupa materials employed 
in this study. Based in the multiple correspondence analysis it was possible to identify six 
individuals different to the other gulupa materials. 
Keywords: Genetic variabitity, AFLPs, SSRs, cluster analysis, Passiflora edulis f. edulis Sims.  
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1. INTRODUCCIÓN 
 
El cultivo de gulupa (Passiflora edulis f. edulis Sims) ha venido cobrando importancia 
económica en Colombia durante los últimos años. De acuerdo a los cálculos de la Corporación 
Colombia Internacional (CCI, 2004), las exportaciones de pasifloras en el año 2002 fueron de 1,7 
millones de dólares FOB (Free On Board)  y en el 2006 el grupo de pasifloras se ubicó en el 
tercer renglón dentro de frutas exportadas al mercado europeo después del banano y la uchuva 
(MADR, 2006). La participación de la gulupa en el área cultivada en Colombia es poca pero ha 
venido creciendo desde 1994. Para el año 2008, 1.289 hectáreas fueron destinadas al cultivo de la 
gulupa lo que ha permitido ubicarla dentro de las especies promisorias para el país (CCI, 2008). 
Sin embargo, hasta el momento la investigación en la especie es incipiente y se hace necesario 
impulsar el desarrollo de trabajos que generen conocimiento sobre las características importantes 
de esta especie. Los estudios de variabilidad genética son fundamentales en la identificación de 
las diferencias que pueden ocurrir entre los genomas de diferentes especies o incluso dentro de 
una misma especie. Adicionalmente, el análisis de los datos generados permite hacer 
estimaciones de la riqueza alélica o nucleotídica que posee un grupo de individuos y a su vez 
evaluar la probabilidad de encontrar individuos con fenotipos o características diferentes que 
puedan ser empleados en programas de conservación, filogenia y fitomejoramiento entre otros.  
Colombia tradicionalmente se ha caracterizado por poseer una de las más complejas y 
heterogéneas configuraciones ambientales, lo cual le ha permitido ubicarse dentro de los países 
con mayor biodiversidad en el mundo (Chaves y Santamaría, 2006). Adicionalmente, se ha 
destacado por ser uno de los países con mayor tradición de consumo y producción de fruta 
tropical (Coppens d’Eeckenbrugge, 2003). De otro lado, el género Passiflora L. ha sido 
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catalogado como el segundo género más rico en especies frutales comestibles (Martín y 
Nakasone, 1970), cuyo centro de diversidad se ubica en los Andes colombianos y ecuatorianos 
(Ocampo et al., 2007). Bajo este contexto, en Colombia se han desarrollado recientes estudios 
con el fin de explorar la variabilidad genética interespecífica de las especies pertenecientes al 
género Passiflora (Fajardo et al., 1998; Sánchez et al., 1999; Segura et al., 2002; Ocampo et al., 
2004; Ocampo, 2007). Sin embargo, poco se ha explorado a nivel intraespecífico y actualmente la 
información sobre la variabilidad genética ó morfológica dentro de los individuos de las especies 
cultivadas es escasa. Conocer la diversidad natural y la diversidad de los materiales cultivados es 
de suma importancia ya que esto posibilita el desarrollo de estrategias que permitan identificar 
individuos con características agronómicas deseables y que además cumplan con los 
requerimientos del mercado para así impulsar el desarrollo de individuos mejorados de especies 
promisorias como la gulupa. El objetivo de esta investigación fue determinar la variabilidad 
genética de materiales de gulupa cultivados comercialmente en las principales zonas productoras 
del país y de materiales provenientes del Banco de Germoplasma de Passiflora de Corpoica la 
Selva, empleando dos tipos de marcadores moleculares (AFLPs y SSRs).  
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2. MARCO TEÓRICO 
2.1 Generalidades 
 
2.1.1 Características importantes del género Passiflora L. 
 
La gulupa (Passiflora edulis f. edulis Sims) se ubica dentro de la familia de las Passifloraceae, la 
cual está constituida por 630 especies agrupadas en 14 géneros distribuidos en los trópicos, desde 
las zonas costeras a los páramos Andinos (Holm-Nielsen et al., 1988; Ocampo et al., 2007). 
Dentro de esta familia el género Passiflora ocupa el lugar más importante con cerca de 530 
especies distribuidas principalmente en el continente americano y en menor medida en las 
regiones tropicales y subtropicales del sureste de Asia, Australia y Nueva Zelanda (Ocampo et 
al., 2007).  
Históricamente las especies de este género han sido conocidas como las flores de la pasión (del 
Latín flos passionis), nombre común designado en el siglo XVI por misioneros españoles que al 
llegar a Sur América vieron en la morfología floral de estas plantas elementos que simbolizaban 
la pasión de Cristo y lo interpretaron como una señal de que el Nuevo Mundo iba a convertirse al 
cristianismo fácil y exitosamente (Killip, 1938). Años después, en 1753, Linneaus conservó la 
denominación dada por los españoles y creó el género Passiflora con 24 especies descritas. Los 
trabajos publicados posteriormente por Lamarck (1789), Cavanilles (1790) De Candolle (1828), 
Roemer (1846), Triana y Planchon (1873) entre otros, permitieron aumentar considerablemente el 
número de especies descritas para el género y hacia el año 1900 la cifra ya ascendía a 250.  En 
1925 Harms realiza la primera división del género con el fin de identificar que características 
importantes diferenciaban las especies y de este modo definir sus potenciales usos. Sin embargo 
es solo hasta 1938 cuando Killip, basado en las estructuras florales de Passiflora, propone una 
8 
 
subdivisión del genero en 22 subgéneros y su clasificación se constituye en una de las más 
importantes hechas para Passiflora. Posteriormente Escobar (1990), Cervi (1997) Feulliet y 
MacDougal (2003) incluyeron nuevas especies y propusieron una  reclasificación con la cual se 
delimitaron únicamente cuatro subgéneros (Decaloba, Astrophea, Deidamioides y Passiflora).  
Con base en la más reciente clasificación taxonómica de Passiflora, evaluaciones de campo y la 
revisión de literatura, se determinó que aproximadamente 80 de éstas especies producen frutos 
comestibles con características organolépticas deseables (Martín y Nakasone, 1970; Coppens 
d’Eeckenbrugge, 2003). El importante número de frutos potenciales para el consumo humano 
posiciona a Passiflora como el segundo género más rico en especies frutales después del género 
Psidium ubicado dentro de la familia Myrtaceae para el cual se reportan 110 especies de interés 
económico (Coppens d’Eeckenbrugge y Libreros, 2000). A pesar de la evidente posibilidad para 
la explotación comercial, actualmente solo nueve especies dentro del género son cultivadas con 
fines comerciales y revisten importancia económica: el maracuyá  (P. edulis f. flavicarpa 
Degener), la gulupa (P. edulis f. edulis Sims), la badea  (P. quadrangularis L.), la granadilla (P. 
ligularis L.), el maracuyá dulce (P. alata Curtis), la cholupa (P. maliformis L.), la curuba de 
castilla (P. tripartita var. mollissima Holm-Nielsen & Jørgensen), la curuba India (P. tarminiana 
Coppens & Barney) y la curuba roja (P. cumbalensis Karst.) (Ocampo et al., 2004).  
A nivel mundial el maracuyá representa la especie más conocida desde los años 80 cuando su 
producción se incremento considerablemente en Venezuela, Colombia, Ecuador, Perú y Brasil 
con el fin de abastecer el mercado para la venta de jugos procesados en Europa (Coppens 
d’Eeckenbrugge, 2003). Rápidamente la alta competencia y la sobreproducción generaron una 
fuerte caída en los precios haciendo insostenible el cultivo para los agricultores, lo que provocó el 
abandono de los cultivos, una disminución en la oferta y por ende una nueva alza en los precios. 
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La constante fluctuación en los precios y en la producción desestimuló la compra en los mercados 
internacionales y por esta razón se hizo urgente el fortalecimiento de la comercialización de la 
fruta a nivel nacional. Esta última opción fue adoptada con éxito en Brasil que es en este 
momento el principal productor de maracuyá y toda su producción se destina al consumo 
nacional (Coppens d’Eeckenbrugge, 2003). En el caso colombiano el panorama difirió 
ampliamente debido a que la producción del maracuyá disminuyó progresivamente y la demanda 
interna no se incentivo de la misma forma que en el caso brasilero. Este fenómeno abrió las 
puertas a una nueva alternativa de producción basada en el cultivo de la fruta conocida como 
forma purpura del maracuyá, que en Colombia recibe el nombre de gulupa y en los países 
europeos se conoce como purple passion fruit. La gulupa ha venido posicionándose dentro de los 
frutales más importantes para el país gracias a que cuenta con un amplio mercado para 
exportación y a la alta demanda en países europeos donde sus consumidores la prefieren por su 
aroma y por su sabor más dulce que el del maracuyá (Isaacs, 2009). Actualmente los principales 
productores de gulupa son; Australia, Nueva Zelanda, Kenia, Zimbabwe y Colombia cuyos 
volúmenes de producción están  lejos de satisfacer la creciente demanda, por esta razón el cultivo 
de la gulupa en Colombia cuenta con un amplio mercado por conquistar y se constituye entonces 
en una gran oportunidad para los productores a nivel nacional (Rodríguez y Bermúdez, 2009).  
2.1.2 Importancia económica  
 
La gulupa se cataloga como cultivo promisorio exportable ya que presenta un gran potencial de 
demanda internacional (FAO, 2001; Martínez, 2002; Asohofrucol, 2005). Generalmente las 
estadísticas de la gulupa no se presentan individualmente pero se enmarcan dentro del grupo de 
las pasifloras. De acuerdo a los cálculos de la Corporación Colombia Internacional (CCI, 2004), 
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las exportaciones de pasifloras en el año 2002 fueron de 1,7 millones de dólares FOB y para el 
2006 el grupo se ubicó en el tercer renglón de frutas exportadas al mercado europeo después del 
banano y la uchuva (MADR, 2006). Adicionalmente Tafur et al., (2006) en el Plan Frutícola 
Nacional destacaron al grupo de las pasifloras por su dinámica en la exportación ya que presentó 
una importante tendencia al aumento, pasando de exportar 1,2 millones de dólares FOB en el 
2000 a 4,4 millones de dólares FOB en 2005 (Tabla 1). 
      Tabla 1. Exportaciones colombianas de fruta en fresco 2000-2005. Plan Frutícola Nacional (2006). 
Producto fresco o seco US $ FOB 
 2000 2001 2002 2003 2004 2005 
Uchuva fresca 6.644.663 8.697.088 8.130.491 8.928.441 14.114.984 23.407.528 
Pasifloras frescas 1.289.858 1.915.867 1.723.872 1.457.586 2.771.849 4.412.067 
Bananitos frescos  2.470.257 2.060.568 2.199.734 1.813.208 2.914.478 3.519.900 
Cítricos frescos 210.673 486.194 369.737 1.306.074 1.345.706 2.214.559 
Tomate de árbol fresco 1.138.933 1.881.908 1.189.478 1.010.807 857.433 1.084.194 
Pitahaya fresca 805.198 774.333 460.481 601.413 688.654 788.469 
Piña fresca o seca 185.174 266.938 233.110 517.860 706.959 659.239 
Fresas frescas 85.334 87.523 27.745 128.534 140.231 329.695 
Mangos frescos o secos 599.780 1.443.063 276.953 610.821 754.206 319.495 
Higos frescos o secos  225.003 375.003 327.014 222.879 342.269 189.626 
Papaya fresca 29.894 263.912 470.499 278.926 318.910 170.078 
Nueces frescas o secas 1          ------ 38 64.125 41.640 118.736 
Peras frescas 41.088 33.366 11.760           ----- 67.232 94.021 
Otras frutas frescas 374.649 456.872 538.733 568.241 795.626 183.749 
TOTAL FRESCO 14.100.505 18.742.635 15.959.645 17.508.915 25.860.177 37.491.356 
 
El destino de las exportaciones de pasifloras en 2006 fueron en su orden, Alemania, Holanda 
(Países Bajos), Francia, Venezuela, Reino Unido, Costa Rica, España, Suiza, Canadá, Suecia, 
Italia, Bélgica y Luxemburgo, Panamá, Portugal, Estados Unidos, Emiratos Árabes Unidos, 
Brasil, Antillas Holandesas, Aruba y Guatemala. La participación en el área cultivada es poca 
pero ha venido creciendo desde el año 1994. Con respecto al total nacional de área sembrada en 
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frutales, las pasifloras representaron el 15% en el 2007 con 17.028 hectáreas de las cuales 1.289 
fueron destinadas al cultivo de la gulupa (CCI, 2008).    
Específicamente para el caso colombiano es evidente el aumento en la producción y niveles de 
exportación que ha venido presentando el cultivo de la gulupa. Las estadísticas más recientes 
reportan que en el 2007 se produjeron 523 toneladas por un valor de 1.936 dólares cuya cifra 
aumentó en el 2009 a 1.687 toneladas por un valor de 6.611 dólares. Es decir que en tan solo dos 
años se triplicó la producción y el valor de las exportaciones crecieron aproximadamente cinco 
veces más. Hasta Junio de 2010 se reportó una producción de 981 toneladas por valor de 4.802 
dólares. Si se conserva dicha tendencia se esperaría que para final del año 2010 la producción 
esté alrededor de 1.900 toneladas lo cual es superior al año anterior (Agronet, 2010). Los seis 
principales destinos de exportación de la gulupa colombiana son: Bélgica y Luxemburgo, 
Alemania, Holanda, Reino Unido, Francia y Suecia  (Figura 1).  
 
 
Figura  1. Evolución del mercado para los principales destinos de exportación de la gulupa Colombiana (Agronet, 
2010) 
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Aunque la producción de gulupa en Colombia ha aumentado considerablemente, el número de 
toneladas producidas ( alrededor de 1.600) sigue siendo inferior a la producción en otros países 
tales como Australia en donde se producen cerca de 4.000 toneladas de gulupa anualmente 
(APIA, 2010). Sin embargo, pese a los bajos volúmenes de producción, Colombia ha logrado 
posicionarse entre los cinco principales países distribuidores de pasifloras en la Unión Europea y 
en Estados Unidos desde 1999 (Eurostat, 2002; CBI, 2003) (Tabla 2).  
Estudios de factibilidad financiera del cultivo de gulupa en el municipio de Granada 
(Cundinamarca), demuestran que el cultivo es atractivo desde un punto de vista económico ya 
que puede alcanzar una rentabilidad aproximada de $39.287.149 durante tres años de producción, 
debido principalmente al buen precio que goza en el mercado el cual puede oscilar entre $3.500 y 
$4.200 por kilogramo para el fruto con calidad de exportación (Alonso y Hurtado, 2008). Estos 
análisis ratifican una vez más al cultivo como un frutal promisorio y rentable para los productores 
colombianos.            
Tabla 2. Países de origen de las importaciones de pasifloras en la Unión Europea. Centre for the promotion of 
imports from developing countries (CBI) 2003. 
Importaciones de frutas de la pasión a los países miembros de la Unión Europea, por país de origen, 1999-
2001. Valor en miles de euros, volumen en toneladas 
 1999 2000 2001 
 Valor  Volumen Valor  Volumen Valor  Volumen 
Total  25.659 10.116 32.086 10.071 30.285 9.820 
Extra-UE 15.949 6.166 19.200 6.143 18.363 6.142 
Países en desarrollo 15.678 6.084 18.645 6.014 17.736 5.988 
       
Principales proveedores       
Malasia  8.566 3.600 10.221 3.422 9.776 3.558 
Holanda 7.078 2.421 9.238 2.624 8.144 2.263 
Zinbabwe 2.551 1.000 2.903 971 2.369 841 
       
Países en desarrollo       
Kenya 1.420 603 1.963 670 2.181 682 
Colombia  2.004 469 1.940 400 1.535 319 
Sur Africa 459 160 438 147 606 214 
Vietnam 319 106 516 124 604 158 
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2.1.3 Descripción morfológica de la gulupa 
Morfológicamente la gulupa es una enredadera. La arquitectura de la planta está determinada por 
un tallo principal a partir del cual se desprenden numerosas ramas laterales. Su sistema radicular 
es débil, no presenta una raíz principal definida y posee extensas raíces laterales superficiales de 
color marfil que se distribuyen en los primeros 45 cm del suelo. El tallo es subangular, hueco, 
glabro, estriado y glauco. La base es leñosa y lignificada con diámetros que pueden llegar a medir 
hasta 7 cm, hacia el ápice de la planta la consistencia del tallo se hace más blanda y se presenta 
una disminución en el grosor. Cuando crecen de forma natural pueden alcanzar diez metros de 
alto, presentan un gran vigor vegetativo y crecimiento indeterminado (Ulmer y MacDougal, 
2004). El habito trepador de la planta está dado por zarcillos axilares verde-amarillos en forma de 
espiral con una longitud que varía entre 30 a 40 cm (García, 2002). Las hojas son alternas, 
simples, glabras y trilobuladas con bordes dentados, el limbo tiene una dimensión de 5 a 11 cm 
de largo por 4 a 10 cm de ancho y en la base presenta dos estipulas lineares (Morton, 1987). Los 
peciolos son glaucos y miden cerca de 5 cm (Ulmer y MacDougal, 2004).  Las flores surgen en 
las axilas de las hojas, son solitarias, hermafroditas con un diámetro de 6-8 cm. Tienen tres 
sépalos oblongos, blancos en el interior y verdes hacia el lado externo y miden cerca de 3 cm. 
Los pétalos son cinco, presentan una longitud similar a la de los sépalos y son completamente 
blancos. La corona es purpura en el medio basal, blanca y ondulada en el medio superior. La 
parte masculina o androceo está formada por cinco estambres de grandes anteras con pesados 
granos de polen de color amarillo. El ovario es globoso, ovoide y presenta una densa 
pubescencia, es tricarpelar y su estigma tripartido esta sostenido por un estilo que puede adquirir 
diferentes curvaturas que afectan la posición del estigma con respecto a la de las anteras. Este 
fenómeno ha dado origen a tres tipos de flores en la gulupa en las cuales varía la capacidad de 
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autofecundación o de polinización cruzada (García, 2002). El fruto es una baya, su forma es 
ovoide y su diámetro fluctúa entre 4-6 cm, la corteza es de consistencia dura y lisa, en el estado 
inmaduro presenta un color verde pero adquiere un color morado con el desarrollo de los 
procesos fisiológicos que conducen a la madurez del fruto. El arilo presenta un color anaranjado 
y es muy apetecido por sus características organolépticas de sabor y aroma, posee abundantes 
semillas (150) de forma ovoide-aplanada que miden alrededor de 0,6 x 0,4 cm (Quevedo, 1989). 
2.1.4 Origen y distribución  
 
La gulupa es originaria de la zona que comprende el sur de Brasil, parte media de Paraguay y 
norte de Argentina. Dentro de Suramérica crece de forma natural desde Colombia hasta 
Argentina, incluyendo países como Ecuador, Venezuela, Brasil, Paraguay y Uruguay (Morton, 
1987). En Colombia los cultivos comerciales y materiales silvestres se desarrollan principalmente 
en la región de los Andes con altitudes que varían entre los 1600 y 2400 msnm (Ortíz et al., 
2010). 
No es claro cómo llegaron semillas o especímenes de P. edulis f. edulis desde Suramérica al 
continente Europeo u Oceania, sin embargo, existen registros en donde se confirma que la gulupa 
crecía de forma natural en las áreas de Queensland en Australia desde antes del año de 1900. Las 
primeras explotaciones comerciales en ese país empezaron en plantaciones de banano que habían 
sido abandonadas, por esa razón en sus inicios el cultivo fue considerado de fácil manejo y libre 
de enfermedades, hasta que en 1943 fue fuertemente atacado por Fusarium spp. Este patógeno  
ocasionó numerosas pérdidas e impulsó la búsqueda de materiales resistentes (Morton, 1987).  Es 
en ese momento cuando se descubre que la forma amarilla de Passiflora edulis (P. edulis f. 
flavicarpa) conocida como maracuyá presenta tolerancia a las enfermedades causadas por 
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Fusarium y  nematodos y empieza a ser utilizada como patrón de gulupa en las regiones de 
Queensland y norte de New South Wales en el país Australiano (Morton, 1987). A partir de los 
materiales establecidos en Australia, Hawaii adquiere hacia el año de 1980 las primeras semillas 
de gulupa cuyos individuos se adaptaron y propagaron tan rápidamente que en 1930 ya crecían 
naturalmente en los bosques de todas las islas de la cadena Hawaiana (Akamine et al., 1974). 
Posteriormente la producción de gulupa a nivel comercial empieza a expandirse a países cercanos 
a Australia tales como Nueva Zelanda (1930) hasta llegar a países del continente Africano, 
principalmente Kenia (1933) y Sur África (1947) y países del continente Asiático tales como 
India e Israel en 1949 (Janick y Paull, 2006). 
2.1.4 Ecofisiología 
En Colombia el cultivo de la gulupa se desarrolla en climas medios con temperaturas que varían 
entre 15°C - 22°C y en un rango de altitud que va desde los 1.600 a los 2.400 msnm. Estos dos 
factores son fundamentales en el desarrollo y productividad del cultivo ya que a mayor altitud el 
tiempo entre siembra y cosecha se va haciendo más prolongado. Por ejemplo los cultivos 
establecidos en el en altitudes cercanas a los 2000 msnm entran a cosecha 12 meses después de la 
siembra, mientras que aquellos establecios con altitudes alrededor de los 1.600 msnm inician la 
cosecha siete meses después de establecido el cultivo (Ortíz et al., 2010). Adicionalmente un 
elemento ambiental fundamental para la productividad del cultivo de la gulupa es la radiación 
solar ya que está directamente relacionado con el desarrollo de los órganos florales de modo que 
lugares o días nublados reducen el crecimiento y número de botones florales, la floración y por 
ende la cosecha. Sin embargo es importante evitar el exceso de radiación solar debido a que este 
puede causar daños irreversibles en el fruto denominados golpe de sol (Nakasone y Paull, 1998; 
Lüdders, 2003). Precipitaciones alrededor de los 900 mm anuales son ideales para el buen 
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desarrollo de la planta ya que esta requiere una buena disponibilidad de agua, especialmente en 
periodos críticos como brotación de yemas florales, cuajado y llenado de fruto. Suelos fértiles 
francos a francos-arenosos son necesarios para facilitar el desarrollo del sistema radical ya que 
éste es superficial y por ende requiere de un suelo liviano y poco arcilloso (Ortíz et al., 2010).   
2.1.6 Clasificación taxonómica 
Desde los primeros reportes y descripciones la gulupa ha sido ubicada taxonómicamente dentro 
de la familia Passifloraceae género Passiflora (Linneaus, 1753; Harms, 1925; Killip, 1938; 
Escobar 1988; Feulliet y MacDougal, 2003). Sin embargo, actualmente no existe un consenso 
sobre el nombre científico de la especie el cual es variable en la literatura. La gulupa fue 
determinada por John Sims en 1818 quien la denominó como Passiflora edulis (Sims, 1818),. Las 
denominaciones más comúnmente encontradas actualmente en la literatura son: Passiflora edulis 
Sims, Passiflora edulis, Passiflora edulis Sims f. edulis y Passiflora edulis f. edulis. En este 
trabajo se reporta el nombre de la especie según la clasificación más reciente realizada por 
Feulliet y MacDougal (2003) y del Angiosperm Phylogeny Group APG III (2009). 
Reino: Plantae  
División: Magnoliophyta  
Clase: Magnoliopsida  
Orden: Violales  
Familia: Passifloraceae 
Género: Passiflora 
   Subgénero: Passiflora  
      Supersección: Passiflora  
        Serie: Passiflora  
          Especie: Passiflora edulis Sims  
            Forma: Passiflora edulis f. edulis Sims 
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Figura  2. Planta de gulupa (P. edulis f. edulis Sims) determinada por Sims en 1818. 
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2.2 Genética, biología y mejoramiento de la gulupa 
2.2.1 Citogenética  
El conocimiento en citogenética del género Passiflora es escaso y reciente. Actualmente solo ha 
reportado el número de cromosomas para menos del 30% de las 530 especies que conforman el 
género (Souza et al., 2008). Con base en la información de las especies que se han estudiado, el 
género Passiflora fue dividido en cuatro grupos cariológicos; x=6, x=9, x=10 y x=12 siendo los 
más frecuentemente encontrados 2n=12 y 2n=18 (Melo y Guerra, 2003). Existen algunos trabajos 
en los cuales se ha intentado determinar el número base del género pero hasta el momento no ha 
sido posible precisarlo. En 1950 Storey sugiere que el número base podría ser x=6 ó x=10 y años 
más tarde Darlington y Wylie (1956) proponen que es x=9. Estudios más recientes realizados por 
Melo et al. (2001) sugieren que el número base es x=6, y que los números x=9, x=10 y  x=12 son 
secundarios. Sin embargo, esta conclusión es nuevamente reevaluada en el trabajo de Hansen et 
al. (2006) en donde se propone x=12 como número base y se plantea que en general las especies 
con números intermedios de cromosomas como: 2n=18 (P. edulis), 2n=22 (P. foetida) y 2n=20 
(P. gracilis) evolucionaron a partir de especies 2n=24 por sucesivas perdidas de pares 
cromosómicos.  
 
En todos los cariotipos realizados para diferentes especies dentro del género, se encontró que 
Passiflora edulis (referida a las dos formas) presenta un número base cromosómico x=9, siendo 
una especie diploide 2n=18 con cromosomas simétricos y pequeños (Figura 3). Adicionalmente,  
presenta un contenido de DNA nuclear de aproximadamente 3,16 pg, el cual fue estimado 
empleando la citometría de flujo y equivale a un tamaño mediano si se compara con el de otras 
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plantas. Los valores de contenido de DNA nuclear encontrados fueron similares en las especies 
diploides del género Passiflora, sin embargo en las especies tetraploides se registraron valores 
cercanos a 1,83 picogramos (Souza et al., 2004). Basados en los resultados de los más recientes 
estudios en los que se presenta un número base x=6 ó x=12 para el género, se ha generalizado la 
hipótesis de que la gulupa tuvo un origen tetraploide y que a través del fenómeno conocido como 
disploidia redujo su número base cromosómico (12  10   9). Adicionalmente los análisis de 
la variación del DNAr permitieron observar que en general las especies con x=9 presentaron más 
de dos sitios para el DNAr 5S y 45S, los cuales fueron revelados por FISH (Fluorescent in situ 
hybridization) y que aquellas con x=6 presentaron únicamente dos sitios para el DNAr 5S y dos o 
cuatro sitios para el DNAr 45S, lo cual estuvo correlacionado con el nivel de ploidía, apoyando la 
hipótesis del origen diploide para las x=6 y origen tetraploide para x=9 (Melo y Guerra, 2003).  
 
 
Figura  3. Metafase mitótica de Passiflora edulis 2n=18 (Soares et al., 2005) 
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2.2.2 Filogenia 
Dentro de los trabajos filogenéticos más importantes para Passiflora se encuentran los realizados 
por Killip (1938) y por Feuillet y MacDougal (2003). En ambos casos las relaciones filogenéticas 
de las especies estuvieron trazadas por rasgos morfológicos. Inicialmente Killip clasificó 355 
especies de la familia Passifloraceae en 4 géneros y 22 subgéneros, dicha organización se 
mantuvo vigente hasta el año 2003 en el que se replanteó la clasificación del género Passiflora 
por Feuillet y MacDougal, con el fin de incluir más de 150 nuevas especies que habían sido 
descritas desde 1938 y proponer una clasificación menos compleja. De este modo en la nueva 
categorización, el género Passiflora fue dividido en cuatro subgéneros: Astrophea, Deidamioides, 
Decaloba y Passiflora. Pese a la aparente simplificación de la clasificación del género Passiflora, 
algunos autores como Coppens d‘Eeckenbrugge (2003) y Ocampo (2007), argumentan que dicha 
organización es extremadamente compleja hacia los niveles inferiores tales como las Secciones y 
Series. Con el propósito de esclarecer la clasificación de Feuillet y MacDougal (2003), se han 
venido implementando análisis moleculares. Muschner et al. (2003) seleccionaron 61 especies 
clasificadas dentro de la familia Passifloraceae y evaluaron sus relaciones interespecíficas 
empleando tres tipos de marcadores moleculares: ITS (Internal Transcribed Spacers), trnL-trnF 
(región espaciadora no codificante del cloroplasto) y rps4 (gen que codifica para la proteína 
cuatro de la subunidad pequeña ribosomal del cloroplasto). Los resultados obtenidos  permitieron 
confirmar la reducción en el número de subgéneros e incluso propusieron la supresión de uno de 
ellos, Deidamioides, dejando el grupo dividido en tres grandes subgéneros: Decaloba, Passiflora 
y Astrophea. Adicionalmente, Muschner et al. (2003) pusieron en duda la relación monofilética 
del género y dejaron inconclusa la posición de Deidamioides dentro del mismo. En el 2004 
Yockteng y Nadot utilizaron el gen glutamina sintetasa que es expresado en el cloroplasto 
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(ncpGS) para examinar las relaciones de 90 especies de Passiflora, los resultados obtenidos 
coincidieron con la reducción de géneros de la clasificación de Feuillet y MacDougal, (2003) 
pero propusieron la adición de tres subgéneros: Polyanthea, Dysosmia y Tetrapathea y 
establecieron una correlación entre la posición filogenética de las especies y su número de 
cromosomas. Hansen y colaboradores (2006) exploraron las relaciones filogenéticas y la 
evolución cromosómica en 136 especies de Passiflora empleando dos marcadores del 
cloroplasto: el intrón del gen rpoC1 y la región espaciadora trnL/trnT. Los resultados de este 
trabajo apoyan una vez más los subgéneros determinados por Feuillet y MacDougal (2003) para 
Passiflora sin ninguna modificación. Posteriormente, Ocampo (2007) evaluó la diversidad del 
DNA cloroplástico y mitocondrial de 213 accesiones representantes de 151 especies y 15 
subgéneros de Passiflora, empleando PCR – RFLP sobre  dos regiones no coficantes del cpDNA 
(pbsC-trnS y trnS-trnfM) y dos regiones no codificantes de mtDNA (nad4-1/2 and nad1-B/C). A 
partir de los resultados obtenidos con las regiones no codificantes del cpDNA y el análisis de 
éstos empleando el método neighbor joining, fue posible evidenciar  tres grupos bien soportados 
dentro de Passiflora (Passiflora, Astrophea y Decaloba), que correspondieron a tres de las cuatro 
divisiones principales de la clasificación propuesta por Feuillet & MacDougal (2003). En el 
fenograma obtenido mediante el análisis del mtDNA, se obtuvó una separación de cuatro grupos 
parcialmente soportados, Decaloba, Passiflora (dentro del cual aparecieron integrados las especies de 
Astrophea y Tryphostemmatoides), Tacsonia y un último grupo conformado por especies de las Series 
Kermesinae, Simplicifoliae, Lobatae, y Menispermifoliae ubicadas en el subgénero Passiflora en 
otros estudios. El análisis de los dos genomas cloroplástico y mitocondrial mostraron diferentes 
agrupaciones de las especies que conforman el género Passiflora, debido a las diferencias en las tasas 
de evolución, el modo de transmisión de los genomas y la evolución reticulada en el género. 
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Pese a los cambios propuestos en el ordenamiento del género, P. edulis f. edulis fue ubicada en 
todos los trabajos dentro del subgénero Passiflora y siempre estuvo estrechamente relacionada 
con algunas de las especies que revisten importancia económica tales como P. edulis f. 
flavicarpa, P. incarnata, P. maliformis, P. alata y P. quadrangularis. Como era de esperarse, P. 
edulis f. flavicarpa se ubicó como una de las especies más próximas a P. edulis f edulis, esta 
cercanía filogenética ha sido considerada como una evidencia de la hipótesis del origen del 
maracuyá a partir de mutaciones ocurridas en la gulupa (Degener, 1933). Un resultado 
sorprendente fue la estrecha relación que se evidenció entre P. incarnata y P. edulis f. edulis en 
los trabajos realizados por Yockteng y Nadot (2004) y Padua (2004). La sorpresa radica en que 
estas dos especies no son simpátricas, es decir que el centro de origen difiere ampliamente, 
siendo P. edulis f. edulis propia de la región comprendía por el sur del Brasil hasta el norte de 
Argentina y P. incarnata originaria de los Estados Unidos (Martín y Nakasone, 1970). No 
obstante, el gran parecido fenotípico de P. incarnata con las dos formas de P. edulis ya había 
sido considerado como  un indicio de su estrecha relación antes de los análisis moleculares. De 
hecho en Australia se realizaron los primeros cruzamientos entre P. edulis y P. incarnata con el 
objetivo de transferir al maracuyá y la gulupa ciertas características de interés que presenta P. 
incarnata tales como la tolerancia al frío, al virus “Passionfruit Woodiness Virus” y a la 
marchitez causada por Fusarium spp. (Winks et al., 1988). Años más tarde en la Universidad de 
Nottingham se producen los primeros híbridos entre P. edulis f. flavicarpa y P. incarnata 
mediante fusión de protoplastos (Otoni et al., 1995). Las plantas generadas por hibridación 
somática presentaron características morfológicas intermedias entre los dos padres. Como se 
observó en el caso de P. incarnata y P. edulis el estudió de las relaciones filogenéticas y 
evolutivas son de gran utilidad en el seguimiento de caracteres de importancia agronómica que 
pueden ser incorporados a la gulupa. Por esta razón ahondar en el conocimiento de las relaciones 
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genéticas de la gulupa con otras especies permitirá a su vez avanzar en futuros programas de 
mejoramiento.  
2.2.3 Biología reproductiva de la gulupa 
En general las especies del género Passiflora poseen flores hermafroditas autoincompatibles. 
Debido a esta característica, en plantaciones comerciales se requiere de la siembra intercalada de 
genotipos diferentes, la presencia de polinizadores o se emplea la polinización manual (Ruggiero 
et al., 1996). El fenómeno de autoincompatibilidad se ha reportado dentro del género para  P. 
alata (Vasconcellos, 1991), P. caerulea L. (Duarte, 1996), P. laurifolia L. (Martins, 1998), P. 
edulis f. flavicarpa (Siqueira, 2009) y  P. cincinnata (Kiill, 2010). 
La biología reproductiva del maracuyá es la más ampliamente estudiada. Diversos estudios han 
determinado que la autoincompatibilidad en esta especie es de tipo homomórfica, es decir que no 
existen diferencias en las estructuras florales y actúa a través de la inhibición del crecimiento de 
los tubos polínicos en el estigma o en el estilo (Ho y Shii, 1986, Bruckner et al., 1995, Suassuna 
et al., 2003). La inhibición es controlada a nivel genético y el mecanismo esta dado por 
interacciones entre proteínas producidas por el locus denominado S (self-incompatibility) (Lewis, 
1994). El fenómeno de autoincompatibilidad hace al maracuyá una planta alógama, pues depende 
enteramente de la polinización cruzada (Duarte, 1996). En el caso de la gulupa, diferentes 
reportes en la literatura la catalogan como una especie autocompatible, polinizada principalmente 
por insectos ya que su grano de polen es muy pesado y húmedo lo que dificulta la polinización 
por viento (Knight, 1972 ; Howell, 1976; Morton, 1987; McCarthy y  Dick, 2007; Ish-Am, 2009). 
Sin embargo de acuerdo a resultados previos de estudios realizados en Colombia, se reporta que 
la gulupa es una especie autoincompatible en un 80%, lo cual la catalóga como 
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predominantemente alógama, con un 20% de autopolinización (John Ocampo, comunicación 
personal 2010).   
En la gulupa se presentan tres tipos de flores: a) flor con estilo sin curvatura, b) flor con estilo 
parcialmente curvo y c) flor con estilo totalmente curvo. Las diferencias en la inflexión del estilo 
están correlacionadas con el tiempo transcurrido a partir de la apertura de la flor, de modo que 
una vez ha ocurrido la antesis ó apertura de la flor (5:00-6:00 am), los tres estilos están 
totalmente erectos y lejos de las cinco anteras, en este momento los insectos que visitan la flor 
pueden colectar el polen y el néctar sin tocar los estigmas y favorecer la polinización cruzada 
(Ish-Am, 2009). Sin embargo, durante el transcurso de la mañana el estilo va adquiriendo su 
curvatura y hacia el medio día está totalmente curvo y próximo a las anteras, favoreciendo la 
autopolinización (Figura 3).  
 
a b c
Foto publicada por:  Galindo, G. 2010  
Figura 4. Tipos de curvatura del estilo en la flor de la gulupa: a) flor con estilo sin curvatura, b) flor con estilo 
parcialmente curvo y c) flor con estilo totalmente curvo. 
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2.2.4 Recursos genéticos 
A pesar de la amplia diversidad genética presente en el género Passiflora, los 32 bancos de 
germoplasma reportados a nivel mundial representan pobremente el género (Gulick y Van Stolen, 
1985; Bettencourt, 1992; IPGRI, 2004). Sin embargo, en las listas realizadas por el IPGRI en el 
2004, se observó un importante aumento en las colecciones de Brasil, Colombia, Ecuador y Perú. 
La colección más grande de P. edulis f. edulis está distribuida en ocho bancos de germoplasma 
establecidos en Brasil. En total se reportan 31 accesiones de gulupa, denominada en ese país 
como maracuja roxo (Tabla 3) y 20 se encuentran ubicados en el Instituto Agronómico de Sao 
Paulo (IAC) (Ferreira y Oliveira, 2002). En Colombia la colección de Passiflora más importante 
se encuentra conservada en forma de semilla en el Sistema de Bancos de la Nación Colombiana 
para la Alimentación y la Agricultura manejado por Corpoica. La colección consta de 141 
accesiones agrupadas en 19 especies dentro de las cuales la gulupa está representada por dos 
accesiones (Lobo y Medina, 2009). La creación de programas que ayuden el fortalecimiento de 
los bancos de germoplasma de pasifloras a nivel mundial debería ser actualmente una de las 
prioridades para avanzar en la conservación y mejoramiento de las especies potenciales. La 
destacada diversidad genética del género se encuentra en grave peligro de extinción debido 
principalmente a efectos antrópicos con los que se ha puesto al 70% de las especies de pasifloras 
en algún grado de riesgo de extinción según el criterio empleado por  la Unión Internacional para 
la Conservación de la Naturaleza (IUCN) (Ocampo et al., 2007).  
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Tabla 3. Número de accesiones por especie en las colecciones de germoplasma de Passiflora en Brasil (Ferreira,  
2005) 
Especie  CNPMF  UNESP IAPAR IAC CPAC ESALQ UENF  UFRRJ  Total
P. actinia Hook ‐  ‐ 1 4 2 ‐ ‐  ‐  7
P. alata Curtis 3  3 13 8 18 19 ‐  1  65
P. ambigua Hemsl ‐  ‐ ‐ 1 ‐ ‐ ‐  ‐  1
P. amethystina J.C. Mikan 1  ‐ 1 2 2 14 ‐  ‐  20
P. auriculata Kunth ‐  ‐ ‐ 1 ‐ ‐ ‐  ‐  1
P. bahiensis Klotzch ‐  ‐ ‐ 1 ‐ ‐ ‐  ‐  1
P. biflora Lam 1  ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐  ‐  1
P. caerulea L.  ‐  1 2 3 2 13 1  1  23
P. capsularis L. ‐  2 1 ‐ 1 ‐ ‐  ‐  4
P. cerasina Feuillet 1  ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐  ‐  1
P. cerradense Sacco 1  ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐  ‐  1
P. cincinnata Mast. 3  5 1 2 1 7 1  1  21
P. coccinea Aubl. 1  2 1 2 4 ‐ 1  ‐  11
P. coriacea Juss.  ‐  ‐ ‐ 1 ‐ 4 ‐  ‐  5
P. edulis f. edulis 4  2 2 20 2 ‐ 1  ‐  31
P. edulis f. flavicarpa 15  4 30 20 12 ‐ 2  1  84
  
 
2.2.5 Variabilidad genética  
 
La variabilidad intraespecífica en P. edulis f. edulis ha sido poco estudiada. Hasta el momento 
únicamente existe un trabajo de variabilidad genética especifico para gulupa, realizado por 
Trujillo et al., (2010), en el que se evaluaron 27 materiales procedentes de tres diferentes zonas 
geográficas de Colombia empleando los marcadores moleculares denominados RAM (Random 
Amplified Microsatellite). De acuerdo a los resultados obtenidos, la especie presenta una alta 
diversidad genética. Sin embargo, este trabajo constituye un primer acercamiento y es necesario 
desarrollar otros proyectos que permitan ahondar en el conocimiento de la especie para entender 
y confirmar este primer resultado. Si bien la exploración a nivel intraespecífico es escasa, la 
variabilidad interespecífica del género Passiflora ha sido relativamente bien estudiada en los 
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últimos años. Caracterizaciones morfoagronómicas, bioquímicas, fisicoquímicas y moleculares 
han sido empleadas y enfocadas principalmente en la evaluación de los materiales pertenecientes 
a los subgéneros Tacsonia y Passiflora los cuales reúnen las especies más importantes 
económicamente. Evaluaciones morfológicas fueron empleadas inicialmente con el fin de 
explorar la variabilidad presente en siete especies del subgénero Tacsonia y Manicata, 
descriptores morfológicos de la flor, hojas, tallo, brácteas y estípulas fueron útiles para detectar la 
variabilidad genética a nivel interespecífico pero fueron poco discriminativos en el estudio de la 
variabilidad intraespecífica (Villacis et al., 1998; Ocampo, 2007). Una mejor representación de la 
variación intra e interespecífica fue obtenida empleando isoenzimas en las mismas especies 
evaluadas por caracteres morfológicos y fue posible identificar cuáles de ellas pertenecían al 
mismo “pool” primario y de esta forma abrir posibilidades para la transferencia interespecífica de 
genes entre los materiales (Segura et al., 1998). Posteriormente, la distancia genética de 12 
especies representantes de los subgéneros Passiflora, Decaloba y Tacsonia fue determinada 
mediante el análisis de fragmentos polimórficos del DNA cloroplasmático empleando RFLP 
(Restriction Fragment Lenght Polymoprhism). En este trabajo una alta variabilidad 
interespecífica fue nuevamente observada y se reportó adicionalmente la evidencia de 
variabilidad intraespecífica en cuatro de las especies estudiadas (Sánchez et al., 1999). En 
estudios similares de variabilidad genética en Passiflora se emplearon diferentes técnicas de 
evaluación tales como los marcadores moleculares AFLPs (Segura, 2002; Ocampo, 2004), 
marcadores moleculares RAPDs (Random Amplification of Polymorphic DNA) (Fajardo et al, 
1998; Aukar et al, 2002; Chrochermore et al, 2006), variación isoenzimática (Segura et al., 1998) 
y caracteres agromorfológicos (Crochemore et al., 2003). En general los resultados obtenidos han 
permitido confirmar la alta variabilidad interespecífica encontrada en el género Passiflora y para 
cada estudio particular se logró determinar la cercanía y afinidades entre las diferentes especies 
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evaluadas. Un resultado importante de algunos de los trabajos mencionados fue la baja 
variabilidad intraespecífica encontrada por Crochemore et al. (2003) y por Fajardo et al. (1998) 
entre las accesiones de P. edulis f. flavicarpa evaluadas, los cuales fueron diferentes a los 
obtenidos por Sánchez et al. (1999) y Ocampo et al. (2004) quienes reportaron una alta 
variabilidad intraespecífica en P. edulis f. flavicarpa. En estos casos la diferencia en los 
resultados estuvo relacionada con el número y la procedencia de individuos analizados. Estudios 
de variabilidad específicos para P. edulis f. flavicarpa, en donde se incluyeron materiales 
comerciales y silvestres provenientes de diferentes regiones permitieron en cierta medida aclarar 
la controversia de los anteriores resultados, ya que fue posible demostrar que la variabilidad 
genética de los materiales comerciales de maracuyá es escasa pero al incluir materiales silvestres 
las diferencias a nivel genético aumentan y permiten discernir diferencias a nivel intraespecífico 
(Bellon et al., 2007). Otro resultado interesante que se desprende de estos estudios es el 
planteamiento de una separación de las dos formas botánicas de P. edulis, teniendo en cuenta que 
en la evaluación de 22 descriptores agromorfológicos definidos por Chrochermore et al. (2003) 
las dos especies se diferenciaron ampliamente y en los estudios con marcadores moleculares han 
presentaron diferencias significativas en los patrones de bandeo (Aukar et al, 2002; Ocampo et 
al, 2004). Adicionalmente Sánchez et a.l  (1999) obtuvieron índices de similaridad más bajos 
entre P. edulis f. edulis y P. edulis f. flavicarpa que entre P. sp. india y P. mollissima las cuales 
son consideradas especies distintas (Sánchez et al., 1999).  
Una importante revisión taxonómica de las Passifloraceae colombianas fue realizada en el 2007, 
en donde se tuvieron en cuenta especies reportadas en la literatura, registros de herbarios 
colombianos, herbarios internacionales y adicionalmente se realizó una colecta que abarco todo el 
país (Ocampo et al., 2007). En total se reportaron 167 diferentes especies para Colombia, lo que 
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indica que es el país con mayor riqueza de especies de Passifloraceae, seguido por Brasil con 
127, Ecuador con 90 y Perú con 73. Con 162 especies, el género Passiflora fue ampliamente el 
más importante dentro de la familia. En Colombia el 81% de los individuos encontrados se 
distribuyeron en los departamentos de Antioquia, Valle del Cauca, Cundinamarca, Quindío, 
Risaralda y Caldas. La concentrada riqueza genética observada en los Andes colombianos y 
Ecuatorianos sugieren que esta zona es el centro de diversidad para el género (Ocampo et al., 
2007). 
En general los estudios de variabilidad  se constituyen en un paso básico y fundamental para 
desarrollar futuros programas de mejoramiento. En algunos de los trabajos mencionados 
anteriormente fue posible obtener importantes conclusiones sobre la diversidad interespecífica 
del genero Passiflora, sin embargo al nivel intraespecífico los resultados en ningún caso fueron 
lo suficientemente concluyentes debido al bajo número de individuos representativos de cada 
especie. Por esta razón para obtener un conocimiento más preciso de la variabilidad de especies 
particulares es importante generar estudios específicos en donde se abarquen un mayor número 
de individuos que permitan tener una representación más robusta de la variabilidad.  
2.2.6 Mejoramiento genético y variedades  
En Colombia actualmente no se han registrado cultivares comerciales de gulupa, sin embargo 
recientemente se inició un programa de mejoramiento genético que se encuentra en un primer 
ciclo de selección (John Ocampo, comunicación personal 2010). En Brasil tampoco existen 
variedades comerciales de gulupa, sin embargo individuos de esta especie han sido incluidos en 
los programas de mejoramiento para la forma amarilla que es de mayor importancia económica 
para Brasil (Molina et al., 2005). Cultivares híbridos producto del cruzamiento de la F1 de un 
cruce entre los materiales Sul Brasil ou Marilia (P. edulis f. flavicarpa) x Roxo australiano (P. 
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edulis f. edulis) y su reciproco frueron cruzados cada uno a su vez con el hibrido denominado 
GA-2 que proviene del cruce del material Sul Brasil ou Marilia (P. edulis f. flavicarpa) x 
redondao (P. edulis f. flavicarpa). Los materiales F1 producto de la doble ronda han sido 
denominados como EC-2-0 cuando se empleó el material sul Brasilia ou Marilia como padre y 
EC-RAM cuando se empleó el material Roxo australiano como padre. Fenotípicamente los frutos 
de este hibrido presentan forma ovalada y cascara roja (Borges et al., 2005). Adicionalmente se 
están evaluando características morfoagronómicas y químicas. Otro cultivar conocido en Brasil 
como “Maracujá-Maca” fue lanzado por el Instituto Agronómico de Campiñas el cual fue el 
resultado del producto de un cruce entre un material de maracuyá catalogado como IAC-277 y un 
material de gulupa nativo (Molina et al., 2005). Fenotípicamente “Maracujá-Maca” presenta 
frutos redondos con cascara rosada (Figura 5). Paralelamente se han llevado a cabo experimentos 
para el desarrollo de injertos de plantas de gulupa (copa) provenientes de Australia, sobre dos 
materiales de maracuyá (patrón), Marilia selección cerrado y el hibrido EC-2-0 las cuales 
presentan resistencia a Fusarium spp. Desde el punto de vista técnico la injertación gulupa-
maracuyá fue posible ya que no se presentaron problemas de incompatibilidad y se obtuvieron 
altas tasas de unión de los injertos, sin embargo aún falta evaluar la aceptación comercial de los 
frutos en el mercado (Carvalho et al., 2005). 
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Figura  5. Frutos de híbridos entre P. edulis f. flavicarpa y P. edulis f. edulis. a) Frutos rojos del hibrido denominado 
EC-RAM producto de un cruce entre Sul Brasil Marilia x Roxo australiano y F1 x GA-2. b) Frutos rosados del 
hibrido denominado “Maracujá-Maca” producto de un cruce entre IAC-277 de maracuyá y un material de gulupa 
nativo (Meletti et al., 2005). 
Las variedades comerciales de gulupa conocidas hasta el momento han sido desarrolladas durante 
los programas de mejoramiento llevados a cabo principalmente en Australia. Sin embargo 
verdaderas variedades ó materiales de gulupa con características diferentes no han sido obtenidas 
o encontradas naturalmente (Jay Anderson, comunicación personal 2010). Todas las variedades 
comerciales corresponden principalmente a los materiales desarrollados mediante cruzamientos 
entre P. edulis f. edulis x  P. edulis f. flavicapa ó P. edulis f. edulis x P. incarnata. El uso de 
injertos en las plantaciones comerciales de gulupa en Australia es muy común, por esta razón los 
programas de fitomejoramiento están enfocados al desarrollo de patrones ó portainjertos 
mejorados y paralelamente al desarrollo de injertos o copas mejoradas con el objetivo de 
desarrollar posteriormente un único injerto comercial (APIA, 2008). La incorporación de P. 
incarnata a los programas de fitomejoramiento de patrones ha sido de gran utilidad  en el 
desarrollo de variedades con resistencia a virus y tolerancia a frío. Numerosos patrones, copas, 
variedades e híbridos han sido desarrollados desde 1998 con el programa de fitomejoramiento en 
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Australia, sin embargo no todos han tenido aceptación en el mercado y su competitividad se ha 
visto comprometida debido al deterioro a nivel genético y al aumento significativo de la presión 
de virus denominado Passionfruit Woodiness Virus (Anderson, 2009). Los cultivares comerciales 
australianas más conocidas son Misty Gem, Sweetheart y variedades rojas como Panama y 
Pandora (Apia, 2007). Recientemente se ha trabajado en el desarrollo de dos cultivares 
denominados McGuffies Red y Samba (Figura 6) los cuales han presentado resultados 
satisfactorios en términos de contenido de azúcar y de pulpa, apariencia y tiempo de vida después 
de cosecha. Sin embargo, algunas evaluaciones adicionales son necesarias antes de liberarlas al 
mercado (Anderson, 2009).  
  
Figura  6. Variedades desarrolladas en Australia con características promisorias para el mercado.                               
a) McGuffies Red, b) Samba (APIA, 2009). 
 
2.2.7 Marcadores moleculares  
Los marcadores moleculares son fragmentos de DNA que permiten identificar diferencias entre 
organismos individuales o especies (Collar et al., 2005). Generalmente los marcadores son 
fragmentos de DNA que actúan como señales o limites de regiones génicas que pueden estar 
cerca o entro de los genes y ocupan una posición específica en el genoma (Paterson, 1996). De 
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manera general los marcadores moleculares se dividen en tres clases con base en su método de 
detección: a) basados en hibridización, b) basados en la reacción en cadena de la polimerasa PCR  
(Polymerase Chain Reaction) y c) basados en la secuenciación del DNA (Joshi et al., 1999). La 
utilidad de los marcadores dependerá de su capacidad para revelar diferencias entre los 
individuos de la misma o de diferentes especies, por esta razón entre más polimórficos mayor 
será la utilidad que tendrán en los diferentes estudios. A su vez los marcadores moleculares 
también pueden ser descritos como dominantes o codominantes, dependiendo de su capacidad 
para discriminar entre homocigotos y heterocigotos. Los marcadores codominantes permiten 
identificar diferencias en tamaño de los fragmentos de DNA mientras que los dominantes indican 
la presencia y ausencia de los fragmentos de DNA evaluados. Adicionalmente los codominantes 
permiten estudiar múltiples alelos dentro de un locus mientras que los dominantes solamente 
pueden diferenciar dos alelos (Collar et al., 2005). La elección de la técnica y del marcador 
molecular a emplear en un estudio determinado dependerá básicamente de la pregunta de 
investigación que se pretende resolver y de la resolución genética requerida (Mueller y 
Wolfenbarger, 1999). 
2.2.8 Marcadores moleculares AFLP 
Los marcadores moleculares capaces de detectar polimorfismos en la longitud de los fragmentos 
amplificados son denominados AFLPs (Amplified Fragment Length Polymorphism). Una 
característica importante de los AFLPs es su capacidad para evaluar simultáneamente diferentes 
regiones del genoma distribuidas aleatoriamente. Para alcanzar una alta confiabilidad en la 
evaluación, la técnica combina dos métodos básicos para el análisis del DNA, la obtención de 
fragmentos de restricción y el PCR (Vos et al., 1995). De este modo la detección de los 
polimorfismos se lleva a cabo mediante la restricción de fragmentos genómicos algunos de los 
34 
 
cuales serán selectivamente amplificados posteriormente mediante PCR. La principal desventaja 
de los AFLPs es la imposibilidad para distinguir entre los individuos homocigotos y 
heterocigotos (dominantes), por tanto en estudios de genética de poblaciones en los cuales es 
importante calcular las frecuencias alélicas de la población, la técnica de AFLP es de poca 
utilidad. Sin embargo los AFLPs es una poderosa técnica en estudios donde se pretende evaluar 
las diferencias entre individuos, descartar la clonalidad, discriminar entre poblaciones y linajes 
evolutivos, entre otros (Mueller y Wolfenbarger, 1999). Dentro de las principales ventajas 
ofrecidas por los AFLPs tenemos: a) no se requiere conocimiento previo de la secuencia del 
genoma del individuo a estudiar, b) tiempo de eficiencia; esto teniendo en cuenta la cantidad de 
fragmentos (50-100 fragmentos por combinación de primer) que se pueden evaluar en un solo 
experimento y los altos porcentajes de polimorfismos encontrados si se compara con otros 
marcadores, c) herencia mendeliana, los marcadores segregan en una proporción mendeliana lo 
cual los hace útiles en genética de poblaciones y análisis de QTL, d) resolución, debido al 
ilimitado numero de marcadores que pueden ser generados con los AFLPs cuando se emplean 
diferentes combinaciones de primers, la probabilidad de que se ubiquen en regiones variables es 
mayor (Muller y Wolfenbarger, 1999). Para aumentar la eficiencia de los AFLPs en los estudios 
de investigación puede recurrirse al acompañamiento de marcadores codominantes como los 
microsatelites para mejorar los niveles de resolución y capacidad de análisis (Robinson y Harris, 
1999). 
 
2.2.9 Marcadores moleculares SSR 
Los microsatelites son secuencias simples repetidas (SSR) de uno a seis pares de bases (pb) de 
longitud, que se repiten en tándem y se distribuyen de forma aleatoria en el DNA de varios 
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organismos. Las propiedades de los microsatelites están determinadas por su composición, la 
longitud del motivo y la distribución en el genoma (Field y Wills, 1998; Katti et al,. 2001). En 
general los SSRs son codominantes, neutros, altamente abundantes y presentan altas tasas de 
mutación causadas por un fenómeno conocido como Slipped-Strand Mispairing  (Levinson y 
Gutman 1987; Belkum 1998) el cual provoca una variación en el número de unidades repetitivas 
y por esta razón son altamente polimórficos. La técnica consiste en la amplificación de los SSRs 
empleando como cebadores secuencias específicas que los flanquean. La principal desventaja 
radica en que se requiere un conocimiento previo a nivel de secuencia de DNA de la especie de 
estudio para diseñar los cebadores flanqueantes. Otra desventaja es que en la mayoría de los 
casos solo es posible estudiar un locus por cada combinación de cebadores por lo tanto se 
requiere desarrollar varios de ellos para tener una mejor representación del genoma (Belkum, 
1998). No obstante este tipo de marcadores ofrecen muchas ventajas: son marcadores altamente 
reproducibles, útiles para discriminar homocigotos y heterocigotos, presentan una naturaleza 
multialélica, son relativamente abundantes y tienen un buen cubrimiento del genoma. Por sus 
características son ideales para estudios de diversidad genética, genética de poblaciones, análisis 
filogenéticos, mapeo genético, e investigaciones ecológicas entre otros (Jiang et al., 2007; Barve 
et al., 2001; Giraud et al., 2002).   
Los datos generados a través de las técnicas moleculares como AFLPs o SSRs son empleados 
para construir  matrices a partir de las cuales es posible se establecer relaciones de similitud entre 
los individuos con métodos estadísticos. 
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2.3 Análisis estadísticos 
2. 3.1 Análisis de cluster 
Los análisis cluster hacen referencia a numerosas técnicas en las cuales el propósito principal es 
clasificar los objetos o individuos de estudio en grupos discretos. Los métodos jerárquicos 
aglomerativos son los más ampliamente empleados para organizar los clusters ó agrupamientos 
bajo una jerarquía, con el fin de hacer evidentes las diferencias entre grupos (Sneath y Sokal, 
1963). Los resultados de este tipo de análisis se presentan usualmente en un diagrama en forma 
de árbol que es denominado dendograma. El termino jerarquico-aglomerativo hace referencia a 
que el dendograma generado inicia con la formación de clusters donde se ubican separadamente 
los individuos que menos se parecen y luego aparecen sucesivamente los individuos o clusters 
más similares hasta que todos estén en un solo grupo jerárquico (Sokal y Michener, 1958). El 
primer paso para la construcción de los cluster es el cálculo de una matriz de distancia o 
similaridad para lo cual es necesario escoger un índice adecuado que se ajuste a las necesidades 
del estudio. Existen principalmente tres tipos de coeficientes que pueden ser empleados: a) 
coeficientes de similaridad ó asociación, b) coeficientes de correlación y c) coeficientes de 
distancia (Cole, 1957). La elección del coeficiente a implementar dependerá de las características 
del estudio y del conocimiento que se tenga sobre los individuos que se están evaluando (Rohlf y 
Sokal, 1963). 
Un problema común en el cálculo de índices de similaridad es el concepto de polimorfismo 
genético el cual ha sido definido como “la ocurrencia en la misma población de dos o más alelos 
en un locus, cada uno con una frecuencia apreciable” (Cavalli, 1971). Dado que el término 
“frecuencia apreciable” es impreciso, es necesario delinear cual va a ser esa frecuencia en la 
población de estudio para incluir únicamente aquellos marcadores que cumplan con el criterio. 
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En la mayoría de estudios se ha decidido subjetivamente el límite para la frecuencia del alelo más 
común, con base en las características del estudio y de la población evaluada. De esta manera un 
locus polimórfico es aquel para el cual la frecuencia del alelo más común es menor a 0,99 ó 0,95. 
Ambos valores son definidos subjetivamente, no obstante una frecuencia menor a 0,99 es 
utilizada cuando el tamaño de la muestra es de aproximadamente 100 individuos o más (Hedrick, 
2005). 
2.3.2 Métodos de agrupamiento   
 
Existen diferentes métodos de agrupamiento aglomerativo que son empleados para análisis de 
cluster o agrupamientos. Estos métodos varían únicamente en la manera en la cual la similaridad 
entre los clusters es calculada (Jain et al., 1999). Los dos métodos más simples son el vecino más 
próximo ó lejano, en estos métodos la distancia entre un grupo y otro se toma como la distancia 
entre sus dos puntos más cercanos ó lejanos según el caso (Gowda y Krishna, 1977) (Figura 7). 
Otra metodología empleada es el ligamiento promedio, en este caso las distancias entre los 
grupos están representadas por un punto promedio calculado por dos aproximaciones; cálculos 
ponderados (weighted) o no ponderados (unweighted) (Gower y Ross, 1969). Estas dos últimas 
variantes son conocidas como métodos de agrupamiento UPGMA y WPGMA respectivamente. 
Por último tenemos los agrupamientos por mínima varianza propuestos por Ward (1963). En este 
caso la medida de las distancias  está determinada por la cantidad de variación que ocurre dentro 
de cada cluster. Por tanto los individuos dentro el cluster serán agrupados dependiendo de cuál de 
ellos puede causar el menor incremento en la variación del cluster cuando es incorporado al 
grupo, de esta forma los clusters entre si tenderán a ser más distintos ya que al interior de cada 
uno de ellos se encuentra la menor variación.   
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2.3.3 Análisis de correspondencia múltiple (ACM) 
 
Uno de los métodos de ordenamiento empleados para el análisis de la variabilidad genética son 
los análisis de correspondencia. Este método fue diseñado específicamente para evaluar datos 
organizados en tablas de contingencias. Para el caso de estudios de variabilidad, las tablas de 
contingencia son convertidas en una matriz de similaridad basada en una distancia chi-cuadrado 
(Greenacre, 1984). Con este procedimiento se busca obtener una tipología de las filas o de las 
columnas y relacionarlas entre sí, por esta razón recibe el nombre de correspondencia ya que la 
técnica busca las filas (o columnas) que se correspondan en información, es decir aquellas filas (o 
columnas) que pueden estar suministrando información equivalente respecto a un conjunto de 
datos. Una vez se han identificado las filas (o columnas) el análisis procede a obtener un pequeño 
número de dimensiones (factores) de tal manera que la primera dimensión explica la mayor parte 
de la asociación total entre filas y columnas (medida mediante el coeficiente de chi-cuadrado). La 
segunda explica la mayor parte del residuo de la asociación no explicada por la primera, y así 
sucesivamente con el resto de dimensiones de tal manera que al finalizar el análisis obtendremos 
la “mejor” representación para el conjunto de datos evaluados (Monroy y Rivera, 1958). 
3. MATERIALES Y MÉTODOS  
3.1 Área de estudio y material vegetal  
La identificación de las fincas y principales zonas dedicadas a la producción comercial del 
cultivo de gulupa en Colombia, se realizó con base en la información disponible en los centros de 
investigación: Instituto Colombiano Agropecuario (ICA), Centro Internacional de Agricultura 
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Tropical (CIAT), Corporación Centro de Investigación para la Gestión Tecnológica de Passiflora 
del Departamento del Huila (CEPASS) y comunicación directa con ingenieros agrónomos. Una 
vez identificadas las zonas y los predios se realizó la colecta de material vegetal de gulupa. 
Adicionalmente, se incluyeron diez accesiones del Banco de Germoplasma de pasifloras ubicado 
en el Centro de Investigación Corpoica La Selva. Como testigos se incluyeron especies 
clasificadas dentro del género Passiflora: gulupa (P. edulis f. edulis) ubicada en un predio no 
comercial, cholupa (P. maliformis), maracuyá (P. edulis f. flavicarpa) y granadilla (P. ligularis).  
En cada predio seleccionado, con previa autorización de los productores, se eligió una planta en 
óptimas condiciones fitosanitarias y a partir de esta se tomaron hojas jóvenes al azar y se 
dividieron en tres replicas, cada una compuesta de cinco hojas. Adicionalmente, de cada planta 
seleccionada se tomaron tres estacas, entre 30-40 cm de longitud, provenientes de la parte media 
de las ramas secundarias, con el fin de tener una réplica del material colectado. En cada uno de 
los lotes de los que se obtuvo material vegetal se registraron datos de ubicación, condiciones de 
manejo del cultivo, estado vegetativo y fitosanitario del cultivo. A cada muestra colectada se le 
asignó un código alfa numérico. La primera letra indicó el nombre común de la especie, la 
segunda letra indicó el departamento de procedencia y los dos últimos números correspondieron 
al orden en el cual se realizó la colecta. A los individuos del Banco de Corpoica se les asignó la 
letra I como segunda letra del código y no se tuvo en cuenta la procedencia por departamento en 
la codificación (Anexo 3).  
Todo el material vegetal colectado se rotuló con su correspondiente código y se almacenó en frío 
durante el tiempo de colecta (~3 días). Posteriormente, las muestras de hojas fueron almacenadas 
a -80°C y las estacas fueron establecidas en los bancos de propagación ubicados en los 
invernaderos de la Facultad de Agronomía de la Universidad Nacional de Colombia.  
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3.2 Banco de estacas 
 
Para el establecimiento de las estacas en el banco de propagación, se utilizó una mezcla en 
proporción 4:1 de suelo esterilizado y arena lavada de río. El suelo fue previamente esterilizado 
con BASAMID® empleando una dosis de 40 g/m2 (Forero et al., 2008). Para mejorar la 
eficiencia de enraizamiento antes de la siembra se aplicó en la base de cada estaca el regulador de 
crecimiento ácido naftanelacético (Hormonagro®) y se establecieron en el suelo húmedo a 
capacidad de campo.  
El banco de propagación está ubicado en los invernaderos de la Facultad de Agronomía de la 
Universidad Nacional de Colombia sede Bogotá, bajo las siguientes condiciones climáticas: 2556 
msnm, brillo solar promedio de 4,05 horas diarias y temperatura promedio de 20ºC (Gómez y 
Herrera, 2001). 
3.3 Caracterización molecular 
3.3.1 Extracción y cuantificación de DNA 
La caracterización molecular se llevó a cabo en el Laboratorio de Biotecnología Vegetal, Antonio 
Angarita de la Facultad de Agronomía, Universidad Nacional de Colombia sede Bogotá y en el 
Laboratorio de Biotecnología del Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT). 
La extracción de DNA se realizó a partir de hojas jóvenes de cada material colectado y 
almacenado a -80°C. Para cada muestra se maceraron 400 mg de tejido foliar en nitrógeno 
líquido y se adicionó buffer de extracción compuesto por Tris-HCl (0,15 M), EDTA (0,5 M), 
NaCl (5,0 M), β-mercaptoetanol (5%), PVP 360.000 (1%) y CTAB (1%) (Ghislain et al., 1999) 
(Anexo 1).  
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La calidad y concentración de DNA fue analizada cualitativamente mediante la comparación de 
la intensidad fluorescente del DNA extraído frente a tres diluciones de cantidades conocidas de 
DNA del fago lambda. El DNA se separó por electroforesis en gel de agarosa al 1% y se 
visualizó empleando la tinción con bromuro de etidio.  
3.3.2 Análisis de los AFLPs 
 
El análisis de los AFLPs se realizó siguiendo el protocolo reportado por Vos et al. (1995), con 
modificaciones en las diluciones. A partir de 250 ng de DNA genómico extraído para cada una de 
las muestras, se realizó una digestión con las enzimas de restricción EcoRI/MseI y posteriormente 
se realizó la reacción de ligación de adaptadores. La reacción de PCR con un nucleótido selectivo 
se evaluó mediante su visualización en un gel de agarosa al 1% para verificar que el DNA no 
presentara inhibidores en los procesos de digestión, ligación y amplificación. Con el propósito de 
obtener una mejor resolución de las bandas en el perfil de los AFLPs, fue necesario modificar la 
dilución 1:50 de la primera reacción de amplificación por una dilución 1:10. Los programas de 
PCR que se siguieron para las dos rondas de amplificación fueron los reportados por el protocolo 
del kit para AFLPs de Invitrogen® (2003), cuyas condiciones de amplificación fueron las 
siguientes:  
1) Primera ronda de amplificación (PCR+1), denaturación inicial de tres minutos a 97°C seguido 
de 20 ciclos cada uno compuesto por los siguientes intervalos de temperatura: 94°C por 30 s; 
56°C durante 1 min y 72°C por 1 min. 2) Segunda ronda de amplificación (PCR+3), un ciclo 
inicial a 94°C por 30 s; 65°C por 30 s; 72°C por 60s seguido de 12 ciclos más bajando la 
temperatura de annealing 0,7°C cada ciclo. En total es un programa de touch down de 13 ciclos 
seguido de 23 ciclos con las siguientes condiciones: 94°C por 30 s; 56°C durante 30 s y 72°C por 
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un min. Todas las reacciones de PCR se llevaron a cabo en termocicladores marca BIORAD® 
C1000 con bloque de 96 pozos.  
Para la evaluación de combinaciones de primers AFLPs más informativas, se seleccionaron 
inicialmente cinco individuos, uno por cada departamento (excepto del departamento de 
Antioquia) denominados por los códigos: GH18, GC11, GT27, GQ51, GB24. Sobre estos cinco 
individuos  se evaluaron 49 combinaciones de primers selectivos (Tabla 4). Estas 49 
combinaciones se seleccionaron dentro de un panel de 68 combinaciones de primers posibles, 
con base en estudios previos en los cuales las combinaciones elegidas mostraron alto poder 
discriminatorio en Passiflora (Ocampo et al., 2004 y Segura et al., 2002) y en otras especies tales 
como papa, maíz, tomate y cebada (Vos et al.,1995). 
A partir de los resultados obtenidos y teniendo en cuenta el número de fragmentos producidos y 
el nivel de polimorfismo, se escogieron las combinaciones de los primers de los AFLPs más 
informativas para evaluarlas en la población de individuos. A cada reacción de PCR se le 
adicionaron 5 uL de buffer de carga y se desnaturalizaron durante tres minutos a 90°C antes de 
sembrarlas en geles de poliacrilamida al 6% (relación acrilamida-bis acrilamida 19:1). Se 
adicionaron 5 uL por muestra en el gel. La electroforesis se realizó a una potencia constante de 
100 W (Vatios). El tiempo de corrido fue aproximadamente una hora y se tomó como referente la 
salida del gel del primer frente de corrido, es decir la marca correspondiente al xilen cianol 
(reactivo empleado en el buffer de carga), lo que equivale a un tiempo aproximado de una hora. 
Una vez finalizada la electroforesis, se realizó la visualización de los AFLPs empleando el 
método de tinción con plata (Anexo 2). Para el proceso de electroforesis se emplearon las 
cámaras de secuenciamiento OWL modelo T-REX y fuentes de poder marca BIORAD® 3000W 
CAT#: 164-5056. 
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Tabla 4. Combinaciones de primers de AFLPs evaluados en cinco individuos de gulupa seleccionados. 
Combinaciones de primers de AFLPs evaluados con tres nucleótidos selectivos 
1 EcoRI-ACT/MseI-CTC 18 EcoRI-AAC/MseI-CTG 35 EcoRI-ACT/MseI-CAG 
2 EcoRI-AG/MseI-CAG 19 EcoRI-AGG/MseI-CAC 36 EcoRI-ACT/MseI-CAA 
3 EcoRI-AG/MseI-CTG 20 EcoRI-ACA/MseI-CTT 37 EcoRI-AG/MseI-CTA 
4 EcoRI-AAC/MseI-CAT 21 EcoRI-AGC/MseI-CAA 38 EcoRI-AGC/MseI-CTA 
5 EcoRI-AC/MseI-CAG 22 EcoRI-ACT/MseI-CTT 39 EcoRI-AGC/MseI-CTT 
6 EcoRI-AGG/MseI-CAT 23 EcoRI-AAC/MseI-CTT 40 EcoRI-ACG/MseI-CAA 
7 EcoRI-ACA/MseI-CTC 24 EcoRI-AAC/MseI-CTC 41 EcoRI-ACG/MseI-CAG 
8 EcoRI-ACT/MseI-CTG 25 EcoRI-AAG/MseI-CTC 42 EcoRI-ACG/MseI-CTC 
9 EcoRI-AAC/MseI-CAG 26 EcoRI-ACA/MseI-CTA 43 EcoRI-AAG/MseI-CAG 
10 EcoRI-AGG/MseI-CTG 27 EcoRI-ACC/MseI-CTC 44 EcoRI-ACG/MseI-CTG 
11 EcoRI-AAG/MseI-CAT 28 EcoRI-ACC/MseI-CAA 45 EcoRI-AGG/MseI-CAG 
12 EcoRI-ACA/MseI-CAG 29 EcoRI-AGG/MseI-CTT 46 EcoRI-ACC/MseI-CTG 
13 EcoRI-ACC/MseI-CTA 30 EcoRI-ACG/MseI-CAC 47 EcoRI-AGC/MseI-CTG 
14 EcoRI-AT/MseI-CAT 31 EcoRI-ACG/MseI-CTA 48 EcoRI-AAG/MseI-CTG 
15 EcoRI-ACC/MseI-CAT 32 EcoRI-AAC/MseI-CAC 49 EcoRI-AGG/MseI-CAA 
16 EcoRI-ACT/MseI-CAC 33 EcoRI-AAC/MseI-CTA   
17 EcoRI-ACT/MseI-CTA 34 EcoRI-ACA/MseI-CAC     
 
3.3.3 Análisis de los microsatelites SSRs 
Para el análisis de los SSRs se evaluó la amplificación específica de 17 combinaciones de 
primers reportados (Tabla 5). Diez de ellos reportados para maracuyá (Passiflora edulis f. 
flavicarpa) (Oliveira et al., 2005) y siete para maracuyá dulce (Passiflora alata Curtis) (Pádua et 
al., 2005). Durante las pruebas de amplificación se seleccionaron cinco individuos de gulupa 
sobre los cuales se evaluaron las 17 combinaciones de primers reportadas (Oliveira et al., 2005, 
Padua et al., 2005). Las amplificaciones fueron visualizadas inicialmente en geles de agarosa al 
4% y aquellas que presentaban solo un fragmento se corrían en geles de poliacrilamida para 
confirmar su especificidad. Posteriormente, se escogieron las combinaciones con las cuales se 
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obtuvo un fragmento específico que se encontraba dentro del tamaño reportado para maracuyá y 
maracuyá dulce (visualizado en geles de poliacrilamida al 6%).  
Durante el procedimiento inicialmente se utilizaron las condiciones de PCR reportadas por los 
autores (Oliveira et al., 2005, Padua et al., 2005). La reacción de PCR para el conjunto de 
primers denominados PE01 a PE10 se realizó en un volumen de 15uL que contenía, 20 ng/uL de 
DNA, buffer 1X, 0,6 mM de dNTPs, 0,2 uM de primers forward y reverse, MgCl2  que varió 
entre 2,0 y 3,5 mM de acuerdo con la combinación de primers evaluada y 1U de Taq polimerasa. 
Luego de una denaturación inicial a 95°C por 5 min, 36 ciclos de amplificación fueron 
programados, cada ciclo consistió de un paso de denaturación a 94°C por 40 s, un paso de 
annealing cuya temperatura específica para cada combinación de primers varío entre 50-57°C, un  
paso de elongación a 72°C por 50 s, seguido por una elongación final de 5 min. 
Las condiciones de amplificación para los marcadores denominados PE11 a PE17 fueron: 20 ng 
de DNA, buffer 1X, 1,0 mM de dNTPs, 0,25 uM de primers forward y reverse, MgCl2  que varío 
entre 0,6 a 3,0 mM de acuerdo a la combinación de primers evaluada y 1U de Taq polimerasa, en 
un volumen final de 15 uL. Luego de una denaturación inicial a 95°C por 5 min, las condiciones 
del programa de PCR se dividió en dos fases, una fase de touch down con 12 ciclos de 
amplificación constituidos por un paso de denaturación de 95°C por 40 s, un paso de annealing 
con temperatura inicial de 60°C la cual descendió 1°C por ciclo hasta llegar a una temperatura de 
54°C y una elongación de 72°C por 40 s. Posteriormente se programaron 20 ciclos a 95°C por 40 
s, temperatura de annealing 54°C por 40 s, 72°C por 40s y una elongación final de 4 min a 72°C.  
Posteriormente se realizaron modificaciones en las concentraciones de MgCl2 y en la temperatura 
de annealing de acuerdo a la combinación de primers a evaluada. 
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Tabla 5. Marcadores SSRs evaluados en gulupa. 
Secuencias de primers reportados para maracuyá  (Passiflora edulis f. flavicarpa)  
Nombre Secuencia de primers (5´- 3´) Temperatura 
de annealing°C 
No de 
alelos 
MgCl2    
mM 
Tamaño de fragmento 
esperado en pb 
PE01 F: CAGGATAGCAGCAGCAATGA 54  4  2,0  164‐174 
 R: AGCCAAATGTCAAACTGAAC        
PE02 F: GGACGACAATCAAGTGAGAG 54  2  2,0  215‐365 
 R: CCCAAACTATGCAACACCAA        
PE03 F: GCAGCGAGGGAAGAAAAA 54  1  2,0  ‐‐‐‐‐ 
 R: TGAGACATCGTGCGTGAA        
PE04 F: ATGCTTTTGGAAATCCGTTT 54  2  2,0  158‐235 
 R: TGCTCATGCAAAGTCACTGG        
PE05 F: GCGGGATTCTCTTGGCTTAC 56  2  2,0  211‐223 
 R: TAATCTCAGCTGGGTTTGGT        
PE06 F: AGCGGGGAGGAGAGTAGC 52 1 2,0 ‐‐‐‐‐ 
 R: GCCTGATGTCAAAAACACAG        
PE07 F: TGCTCATTGATGGTGCTTG 52  20  2,0  67‐212 
 R: TCGTCTCTTCTCCTCCTTCA        
PE08 F: TCTAATGAGCGGAGGAAAGC 54  8  3,5  274‐302 
 R: CCGGATACCCACGCATTA  
PE09 F: GGGCCTTTATCCATGTTTGA 56  2  2,0  268‐305 
 R: GGAAATCCGAAAACTGGTTG        
PE10 F: AACCTTGATCTCCAGCCTAT 57  11  3,5  161‐223 
  R: GTTTTCGCCCGCGTATT        
          
Secuencias de primers reportados para maracuyá dulce  (Passiflora alata) 
Nombre Secuencia de primers (5´- 3´) Temperatura 
de 
annealing°C 
No de 
alelos 
MgCl2    
mM 
Tamaño de fragmento 
esperado en pb 
PE11 F: GCGGGATTCTCTTGCCTTAC  60‐54*  3  1,5  161‐167 
 R: ACAAAACACATCAGCCACCA 60‐54       
PE12 F: AGAGTCGTCTAACCCTCTTGC 60‐54  6  1,5  153‐174 
 R: TCTTGCTTACGCGTGGACTA 60‐54       
PE13 F: GCCTTAGCTTGCAACTTTCG 60‐54 2 1,5 204‐214 
 R: GGAGGCAACCCGAGTATAAA 60‐54       
PE14 F: GGGCGGAAGAAAAGAGAAG 60‐54  2  1,0  226‐228 
 R: GAAACACACGATGCGAAAA 60‐54       
PE15 F: GGAAGTGAAGGAGAAGAAGA 60‐54  2  1,0  153‐159 
 R: CCCTCTGGTTGTCTACCTAC 60‐54  
PE16 F: TAACCGACTTCGCCCACA 60‐54  5  3  97‐109 
  R: GAGCAGGGGAAGAAAAGGA 60‐54       
PE17 F: CACATTTGCCGTCACTGG 60‐54  2  0,6  190‐205 
  R: CGGCATACGATAAATCTCCTG 60‐54       
F, forward; R, reverse; *touch down 
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A cada producto de la reacción se le adicionó 5 uL de buffer de carga y se desnaturalizó durante 
tres minutos a 90°C antes de sembrarlo en geles de poliacrilamida al 6%, 5 uL de reacción de 
cada muestra fueron sembrados en el gel. Para la visualización de los microsatélites se empleó el 
método de tinción con plata (Anexo 2).  El proceso de electroforesis se llevo a cabo a una 
potencia constante de 70 W (Vatios). El tiempo de corrido varió dependiendo del tamaño del 
fragmento esperado. A mayor tamaño esperado mayor tiempo de corrido. Los equipos empleados 
fueron cámaras de secuenciamiento OWL modelo T-REX y fuente de poder 3000W CAT#: 164-
5056. 
3.4 Análisis de la variabilidad genética  
Los fragmentos obtenidos a partir de los AFLPs y SSRs fueron evaluados visualmente y 
transferidos a una matriz binaria de datos, 1 (presencia) y  0 (ausencia). En este estudio se 
seleccionaron aquellos loci ó marcadores que fueron polimórficos en al menos 1% ó el 5% de los 
individuos. Estos dos grupos de marcadores se analizaron independientemente. Para cada grupo 
de marcadores seleccionado se implementó la siguiente metodología de evaluación:  
1) Los análisis de similaridad fueron computarizados con NTSYS versión 1,80 (Rohlf, 
1994). El coeficiente de similaridad de Dice (1945), se calculó mediante la fórmula:  
Sij=2a/ (2a+b+c)  
Donde: 
 Sij= Similaridad que comparten los individuos i y j 
    a= Número de bandas que comparten los dos individuos 
    b= Es el número de bandas presentes en i y ausentes en j 
    c= Es el número de bandas presentes en j y ausentes en i.   
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2)  Analisis cluster y construcción del dendograma, se empleó el  método de agrupamiento 
UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) descrito por Sneath & 
Sokal (1963).  
3) Con el fin de evaluar la contribución absoluta de cada grupo de individuos a la 
variabilidad total encontrada, se realizó un análisis de correspondencia múltiple 
empleando el programa SAS 9,2 a partir de la matriz binaria de los datos. En este análisis 
la semejanza entre dos líneas esta dada por la distancia entre sus perfiles, la cual está dada 
por una distancia X2 (ji cuadrado) definida por la siguiente fórmula (Greenacre, 1984):                              
 
Donde:  
f.j= Sumatoria de las frecuencias por columna 
fi.= Sumatoria de las frecuencias por fila 
fij= Frecuencia del individuo en la fila i y columna j 
Las frecuencias marcadas con prima (´) indican las frecuencias restadas al valor de la primera 
frecuencia. 
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4. RESULTADOS 
4.1 Área de estudio y material vegetal  
De acuerdo a la información suministrada por los Centros de Investigación (ICA, CIAT y 
CEPASS) y comunicación directa con ingenieros agrónomos fue posible identificar seis 
departamentos como principales zonas productoras de gulupa en Colombia. En total se colectaron 
60 materiales comerciales de gulupa, el número de individuos colectados por departamento se 
indica para cada departamento dentro del parentesis. Cundinamarca (35), Huila (6), Tolima (3), 
Boyacá (10), Quindío (3) y Antioquia (3). Adicionalmente, se evaluaron diez materiales de 
gulupa del Banco de Germoplasma de Corpoica La Selva, provenientes de los departamentos de 
Putumayo (2), Antioquía (7) y Nariño (1) (Figura 8). En total se analizaron 70 materiales de 
gulupa provenientes de ocho departamentos, 24 municipios y 46 veredas (Anexo 3). Como 
testigos se incluyeron cuatro individuos ubicados dentro del género Passiflora: gulupa (P. edulis 
f. edulis) no ubicada en un predio comercial, cholupa (P. maliformis), maracuyá (P. edulis f. 
flavicarpa) y granadilla (P. ligularis).  
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Figura 7. Lugares de colecta del material comercial y las accesiones de gulupa del Banco de Germoplasma de 
Corpoica La Selva. Dentro de cada departamento se indican en rojo los municipios muestreados y los puntos 
amarillos representan la ubicación aproximada del sitio de colecta.  
 
4.2 Banco de estacas 
De los 70 materiales de gulupa empleados en la caracterización molecular, fue posible obtener 
una réplica a partir de estacas y plántulas para 45 de ellos. De los individuos restantes no se 
pudieron obtener replicas en invernadero debido a pérdidas de estacas colectadas que no estaban 
en óptimas condiciones fitosanitarias y que por tanto al intentar establecerlas en el banco de 
propagación el desarrollo fisiológico de las mismas se vió impedido por la aparición de diferentes 
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enfermedades que atacan la gulupa, tales como bacteriosis ó mancha de aceite causadas por 
Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae (Benitez et al., 2010), marchitamiento asociada a 
Fusarium spp. (Ortíz  et al., 2010) y roña asociada a Colletotrichum spp. y Cladosporium spp. 
(Riascos et al., 2010). 
 
Figura 8. Replicas del material de gulupa colectado y establecido en el banco de estacas en los invernaderos de la 
Facultad de Agronomía. 
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4.3 Caracterización molecular 
4.3.1 Extracción y cuantificación del DNA 
El protocolo de extracción con fenol y CTAB reportado por Ghislain et al. (1999) permitió la 
obtención del DNA de las plantas de gulupa evaluadas. En total se extrajo DNA de 74 materiales 
incluyendo los testigos y los individuos adquiridos del Banco de Germoplasma de Corpoica La 
Selva. Como se observa un la figura 10, la concentración de DNA de las muestras evaluadas fue 
en promedio de 60 ng/uL. La concentración se determinó al compararlas con las  bandas que 
corresponden al DNA del fago lambda en cuatro diferentes cantidades; 20, 40, 60 y 80 ng. 
Tomando como base la concentración promedio de 60 ng/uL para las muestras evaluadas, se 
obtuvo una eficiencia del protocolo de extracción empleado de 6 ug de DNA total por 400 mg de 
tejido macerado, lo que equivale a una eficiencia de 15 ng/mg de tejido macerado.  La calidad del 
DNA extraído con el protocolo de Ghislain et al. (1999) fue óptima ya que la banda visualizada 
era definida y no presentaba huellas atribuidas a contaminación de RNA ni degradación del DNA 
genómico.     
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Figura 9. Evaluación de la cantidad y calidad de DNA de gulupa mediante la comparación de la intensidad 
fluorescente del DNA extraído comparado con cuatro diluciones de cantidades conocidas de DNA del fago lambda 
(20 ng, 40 ng, 60 ng, 80 ng respectivamente). 
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4.3.2 Análisis de los AFLPs  
A partir del DNA obtenido se realizó el protocolo de AFLPs. El éxito en los procesos de 
digestión con las enzimas de restricción EcoRI y MseI y la ligación de adaptadores fue 
confirmado en la amplificación empleando primers con un nucleótido selectivo sobre cinco 
individuos (GH18, GC11, GT27, GQ51, GB24) seleccionados para la evaluación de las 49 
combinaciones de primers. Como se observa en la figura 11, con la primera ronda de 
amplificación se obtuvo un barrido típico, obtenido de la amplificación de los fragmentos 
digeridos y ligados con los adaptadores EcoRI y MseI en las reacciones de digestión y ligación. 
MP GH18  GC11   GT27   GQ51  GB24
2072
600
100   
 
Figura 10. Etapa de los AFLPs correspondiente al PCR con primers +1 nucleótido selectivo (PCR+1), de cinco 
individuos seleccionados de gulupa para la evaluación de 49 combinaciones de primers. En la parte superior de cada 
carril se presenta el código de cada material genético. El marcador molecular empleado fue 100 pb de invitrogen®. 
 
Al realizar el segundo PCR selectivo (PCR+3) se observó un bajo número de fragmentos 
polimórficos con las 49 combinaciones de primers amplificadas sobre los cinco individuos 
seleccionados. Aquellas que presentaron al menos un fragmento diferente entre los cinco 
individuos fueron elegidas para realizar el análisis en toda la población. En total seis 
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combinaciones de primers cumplieron con el criterio previamente establecido: EcoRI-
AAG/MseI-CTG, EcoRI-AGG/MseI-CAA, EcoRI-ACT/MseI-CTA, EcoRI-AAG/MseI-CTC, 
EcoRI-AGG/MseI-CTG, EcoRI-ACT/MseI-CTG (Figura 12).  
 
Figura 11. Perfil de AFLPs obtenido con los primers seleccionados para analizar toda la población de estudio de 
gulupa. Las flechas indican fragmentos polimórficos para cada combinación. 
En total se obtuvieron 419 fragmentos a partir de la amplificación con las seis combinaciones de 
primers sobre los 74 individuos, incluyendo los testigos. El número promedio de fragmentos 
amplificados por combinación de primers fue de 70, lo cual está dentro del rango promedio 
obtenido para otras pasifloras (Ocampo et al., 2004; Segura et al., 2002) y otras especies tales 
como maíz (Vuylsteke et al., 2000) y trigo (Barret, 1998). Todos los fragmentos estuvieron 
EcoRI-AAG/MseI-CTG  EcoRI-AGG/MseI-CAA  EcoRI-ACT/MseI-CTA EcoRI-AAG/MseI-CTC EcoRI-AGG/MseI-CTG  EcoRI-ACT/MseI-CTG 
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ubicados en un rango de tamaño entre 70 y 600 pares de bases. El número de marcadores 
polimórficos por combinación de primers evaluado fue bajo (50%) con respecto al total de 
fragmentos obtenidos. En la figura 13 se muestra un gel de poliacrilamida obtenido mediante la 
amplificación de la combinación de primers EcoRI-AGG/MseI-CTG en toda la población y se 
indican algunos de los fragmentos polimórficos.  
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Figura 12. Perfil de los AFLPs para gulupa empleando la combinación de primers EcoRI-AAG/MseI-CTG en todos 
los individuos de la población de estudio. Algunos de los fragmentos polimórficos encontrados en los individuos de 
gulupa y en los testigos se indican con flechas. El marcador molecular empleado fue de 10 pb de invitrogen®.  
 
Un fragmento fue considerado polimórfico cuando la frecuencia del alelo más común fue menor 
a 0,99 ó 0,95. Con esta definición, 166 fragmentos fueron polimórficos para una frecuencia límite 
de 0,99 y 30 fueron polimórficos con una frecuencia límite de 0,95. Los porcentajes de 
fragmentos polimórficos obtenidos por cada combinación se muestran en la tabla 6. La 
proporción de bandas polimórficas obtenidas por cada combinación de primers varío de acuerdo 
al criterio establecido. De esta forma la combinación EcoRI-AAG/MseI-CTG fue la más 
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informativa en la identificación de alelos cuya frecuencia genética es menor a 0,99 y la 
combinación EcoRI-AGG/MseI-CTG fue la más informativa para aquellos alelos cuya frecuencia 
genética fue menor a 0,95. Al evaluar los porcentajes de fragmentos polimórficos obtenidos con 
cada combinación de primers, se observó que el nivel de información varió dependiendo del 
criterio empleado para determinar los fragmentos como polimórficos o no. Sin embargo en 
ambos casos el porcentaje general de fragmentos polimórficos fue inferior al 40% con respecto al 
número de fragmentos amplificados: 39,2% (bandas con frecuencia menor a 0,99) y 7,16 % 
(bandas con frecuencia menor a 0,95).  
Tabla 6. Porcentaje de fragmentos polimórficos con una frecuencia igual o menor a 0,99 y 0,95. 
    Fragmentos polimórficos con una 
frecuencia≤ 0,99 
Fragmentos polimórficos con una 
frecuencia≤ 0,95 
Combinaciones de  
primers evaluadas 
No. 
fragmentos 
amplificados    
No. 
fragmentos 
polimórficos 
No. 
fragmentos 
monomórficos 
Porcentaje 
fragmentos 
polimórficos 
No. 
fragmentos 
polimórficos  
No. 
fragmentos 
monomórficos 
Porcentaje 
fragmentos 
polimórficos 
EcoRI AAG/MseI CTG 92 50  42  54,35  9  83  9,78 
EcoRI AGG/MseI CAA 84 31  53  36,90  8  76  9,52 
EcoRI ACT/MseI CTA 68 31  37  45,59  6  62  8,82 
EcoRI AAG/MseI CTC 67 21  46  31,34  1  66  1,49 
EcoRI AGG/MseI CTG 56 13  43  23,21  6  50  10,71 
EcoRI ACT/MseI CTG 52 20 32 38,46 0 52 0,00 
Total  419  166  253  39,62  30  389  7,16 
 
4.3.3 Análisis de los microsatelites SSRs  
Ya que en gulupa no hay secuencias disponibles en las bases de datos del Centro Nacional para la 
Información en Biotecnología (NCBI, consulta Octubre 2010) y a la fecha no se han publicado 
trabajos  empleando microsatélites para gulupa, en este trabajo se evaluaron 17 marcadores SSRs 
reportados para maracuyá y maracuyá dulce edulis (Oliveira et al., 2005, Padua et al., 2005). 
Estos marcadores se evaluaron en los cinco individuos seleccionados previamente (GH18, GC11, 
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GT27, GQ51, GB24). De los marcadores utilizados, se seleccionaron aquellos que amplificaron 
específicamente y estaban dentro del rango del peso de los fragmentos reportados. En total ocho 
marcadores SSRs permitieron obtener un producto de amplificación en todos los individuos 
(Figura 14). Las modificaciones en temperatura y en concentraciones de MgCl2 realizadas para 
obtener bandas específicas se muestran en la tabla 7.  
                        
 
 
Figura  13. Marcadores SSRs evaluados en toda la población de gulupa visualizadas en gel de poliacrilamida al 6%. 
Las flechas indican los alelos evaluados. En la parte superior se muestra el nombre de la combinación de primers 
empleada y marcador de peso empleado de 10pb invitrogen®. 
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Tabla 7. Condiciones de amplificación para los marcadores microsatélites empleados en gulupa         
 Temperatura annealing °C  Concentración final de MgCl2 
 Temperatura 
reportada 
Temperatura 
modificada 
[MgCl2] 
reportado 
[MgCl2] 
modificada 
PE01 54 56 2,0 2,0 
PE02 54 56 2,0 2,0 
PE04 54 58 2,0 1,5 
PE07 52 58 2,0 1,0 
PE08 54 62 3,5 2,0 
PE09 56 62 2,0 1,0 
PE15   60-54* 56 1,0 1,0 
PE17 60-54 56 0,6 1,0 
                     *Touch down 
 
En total ocho marcadores SSRs amplificaron específicamente en los 70 individuos de gulupa 
evaluados. Aunque los fragmentos obtenidos coincidieron con el rango de peso reportado, todos 
los marcadores mostraron alelos monomórficos y únicamente en los testigos se identificaron 
alelos polimórficos de pesos diferentes al del resto de la población  (Figura 15).    
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Figura 14. Alelos amplificados con el marcador PE07. Los fragmentos amplificados que corresponden a los 
números del 1-13 representan 13 de los 70 individuos de gulupa evaluados. Los números del 14 al 17 representan los 
testigos: granadilla (14), cholupa (15), maracuyá (16), gulupa testigo (17). Las flechas indican los alelos evaluados.  
 
4.4   Análisis de la variabilidad genética  
A partir de la matriz binaria de presencias y ausencias generada con base en los 419 fragmentos 
obtenidos con el análisis de los AFLPs y los 19 loci amplificados a partir de los ocho marcadores 
de SSRs evaluados, se seleccionaron los alelos cuyos fragmentos generados fueron polimórficos 
bajo el criterio de frecuencia límite menor o igual a 0,99 y 0,95 y estos dos conjuntos de loci se 
analizaron independientemente (Tabla 6). En total 166 marcadores fueron incluidos para el 
análisis de los fragmentos polimórficos con una frecuencia menor a 0,99 y 30 fragmentos fueron 
incluidos para el análisis de los fragmentos polimórficos con una frecuencia menor a 0,95.  
4.4.1 Análisis de similaridad 
A partir de los fragmentos seleccionados se construyó una matriz de similaridad empleando el 
coeficiente de Dice. El promedio, la desviación estándar, el valor mínimo y máximo de los 
coeficientes de similaridad genética entre los materiales de P. edulis f. edulis fueron calculados 
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empleando el procedimiento MEANS del programa SAS 9,2. Como se observa en la tabla 8, el 
mayor valor de similaridad promedio fue obtenido cuando se compararon solo los materiales de 
gulupa entre sí, sin incluir los testigos. Dentro del grupo de las gulupas el material empleado 
como testigo fue el que presentó el menor valor promedio de similaridad genética con respecto a 
los demás individuos de gulupa. De los testigos incluidos, la granadilla y la cholupa presentaron 
los valores de similaridad promedio más bajos con respecto a los individuos de gulupa. De las 
tres especies diferentes ubicadas dentro del género Passiflora y empleadas como testigos, el 
maracuyá fue la especie que en promedio presentó mayor similitud con los individuos de gulupa. 
Tabla 8. Valores de similaridad genética calculados con el coeficiente de Dice, empleando los fragmentos 
polimórficos con una frecuencia igual o menor a 0,99 ó 0,95. 
Valores de similaridad entre los individuos evaluados empleando de los fragmentos 
polimórficos en el 5% de los individuos 
Grupos comparados  Promedio  Desviación estándar  Mínimo  Máximo 
Todos   0,918  0,147  0,129  1,000 
Gulupas vs. gulupas  0,962  0,037  0,750  1,000 
Gulupa vs. gulupa testigo  0,832  0,034  0,751  0,923 
Gulupa vs. Maracuyá  0,791  0,027  0,683  0,851 
Gulupa vs. Granadilla  0,502  0,021  0,424  0,580 
Gulupa vs. Cholupa  0,545  0,025  0,382  0,612 
 
Valores de similaridad entre los individuos evaluados empleando de los fragmentos 
polimórficos en el 1% de los individuos 
Todos   0,946  0,121  0,424  1,000 
Gulupas vs. Gulupas  0,979  0,075  0,789  1,000 
Gulupa vs. gulupa testigo  0,841  0,029  0,678  0,945 
Gulupa vs. Maracuyá  0,802  0,058  0,656  0,976 
Gulupa vs. Granadilla  0,562  0,016  0,424  0,657 
Gulupa vs. Cholupa  0,601  0,035  0,593  0,745 
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4.4.2 Construcción de dendogramas en el análisis cluster 
 
Con el programa NTSYS se elaboraron los dendogramas para los dos tipos de criterior (0,99 y 
0,95) y los valores de soporte bootstrap con base en 1000 permutaciones fueron calculados con el 
programa Winboot.  
La topología construida a partir de los coeficientes de similaridad calculados para los fragmentos 
polimórficos con una frecuencia menor a 0,99 se muestra en la figura 16. En el dendograma se 
puede observar tres grupos cuando considera un valor de similaridad cercano a 0,90. En el grupo 
I de se ubican la mayoría de individuos de gulupa con un nivel de similaridad cercano al 0,98. El 
el grupo II está conformado por dos individuos colectados en el Huila denominados como GH19 
y GH20 que se diferenciaron del grupo principal con un nivel de similaridad cercano al 0,90. 
Finalmente en el grupo III se ubican los individuos que fueron empleados como testigos. En 
general no se evidenció una correlación entre los grupos observados en el análisis cluster y la 
procedencia geográfica de los materiales de gulupa analizados. Únicamente se indican los valores 
de bootstrap en los grupos que se mantuvieron en al menos 800 de los 1000 conjuntos 
permutados y sus topologías resultantes.  
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Figura 15. Dendograma obtenido a partir de la matriz de similaridad de los loci que presentaron fragmentos 
polimórficos con una frecuencia igual ó menor a 0,99.  
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La topología construida a partir de los coeficientes de similaridad calculados para los fragmentos 
polimórficos con una frecuencia menor a 0,95 se muestra en la figura 17. En el dendograma se 
observan cuatro grandes grupos cuando se considera un valor de similaridad cercano a 0,60, los 
cuales están conformados de la siguiente manera: grupo I donde se ubica la mayor parte de los 
individuos de gulupa evaluados, el grupo III que recoge tres de los cuatro testigos incluidos en el 
análisis (granadilla, maracuyá y cholupa) y el grupo II y IV cada uno por dos individuos, uno de 
ellos está conformado por los individuos GH20 - GH19 y el otro formado por el individuo de 
gulupa definido como testigo y un individuo codificado como GC01 proveniente del 
departamento de Cundinamarca. De acuerdo a los resultados no se evidenció una correlación 
entre los grupos obtenidos y la procedencia geográfica de los individuos de gulupa evaluados. Al 
interior del árbol se indican los valores de bootstrap superiores a 800 de 1000 remuestreos y 
hacia el exterior del árbol se registran todos los valores de bootstrap obtenidos con el fin de 
indicar el porcentaje de árboles en los que se mantuvieron los grupos.  
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Figura 16. Dendograma obtenido a partir de la matriz de similaridad de los loci que presentaron fragmentos 
polimórficos con una frecuencia igual ó menor a 0,95. 
4.4.3 Análisis de Correspondencia Múltiple (ACM) 
 
La distribución de los grupos conformados con el análisis de correspondencia múltiple se 
visualizó en gráficas di y tridimensionales realizadas mediante el análisis de correspondencia 
empleando el procedimiento prog 3d de SAS 9.2 a partir de la matriz binaria de los datos con los 
fragmentos polimórficos.  
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Análisis fragmentos con una frecuencia menor a 0,99 
El objetivo principal del análisis de correspondencia múltiple fue la obtención de un reducido 
número de dimensiones o factores que expliquen la mayor asociación entre filas y columnas 
mediante el coeficiente de distancia X2. La reducción de la dimensionalidad del conjunto de datos 
se explica con la conformación de ejes que identifican las direcciones de mayor dispersión. En la 
tabla 9 se muestra la descomposición de la varianza en relación a la contribución absoluta de cada 
eje con respecto a la variabilidad total. El 76% de la varianza total fue explicada por los seis 
primeros ejes, de los cuales el primero explicó el 31,42% de la varianza total de la muestra. La 
contribución del segundo eje fue significativa, explicando el 26% de la varianza, de modo que 
solo con los dos primeros ejes se explicó más del 50% de la variabilidad encontrada. La 
contribución de los ejes restantes fue menos significativa y no se aprecia una clara diferencia 
entre ellos, pero a su vez se destacan con respecto al resto de ejes encontrados.  
Tabla 9. Descomposición de la varianza calculada mediante el análisis de correspondencia múltiple empleando los 
fragmentos con una frecuencia igual o menor a 0,99. 
Descomposición de la varianza 
ajustada por Greenacre 
Ejes Porcentaje Porcentaje 
acumulado 
1  31,42 31,42
2  20,54 51,96
3  8,18 60,14
4  7,97 68,11
5  4,93 73,04
6  3,9 76,94
7  0,01 99,99
8  0,01 99,99
9  0,01 100
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La asignación de los diferentes ejes está determinada por las variables que contribuyen a la 
varianza retenida por el eje. Los prefijos nox y six distribuidos en las dos dimensiones 
representan las bandas o fragmentos involucrados en la diferenciación entre individuos (Figura 
18). Aquellos que aparecen más alejados del origen fueron los que más permitieron diferenciar 
los individuos. Los cercanos al origen fueron los de menor contribución al análisis. Aquellos 
fragmentos representados con el prefijo nox, hacen referencia a los que estuvieron presentes en la 
mayoría de individuos y ausentes en unos pocos. Los fragmentos con el sufijo six indican que 
estuvieron presentes en pocos individuos y ausentes en muchos.  
 
Figura 17. Distribución de los fragmentos polimórficos con una frecuencia menor a 0,99 (sufijos nox y six) más 
importantes en la diferenciación de los individuos de gulupa. 
 
La contribución de los fragmentos diferenciadores en la distribución de los individuos de gulupa 
y los testigos evaluados es evidente ya que la ubicación de los grupos conformados coincide con 
la distribución de los fragmentos diferenciadores más alejados del origen (Figura 18 y 19).  
66 
 
 
Figura 18. Distribución de los individuos de gulupa y los testigos evaluados, determinada por los fragmentos 
polimórficos con una frecuencia menor a 0,99 que tuvieron mayor contribución absoluta en la distribución de los 
grupos. 
Una visualización más clara de la conformación y distribución de los grupos evaluados se 
presenta en una gráfica con tres dimensiones (Figura 2 
0). De manera similar a lo que se observó en la construcción del dendograma y en las gráficas 
con dos dimensiones, vemos que cada testigo incluido en el análisis se diferenció claramente de 
los individuos de gulupa. Adicionalmente, dos individuos de gulupa se diferenciaron del gran 
grupo (GH19 y GH20).  
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Figura 19. Representación tridimensional del análisis de correspondencia múltiple de los 70 individuos de gulupa 
evaluados, incluyendo los testigos y empleando fragmentos con una frecuencia menor a 0,99. 
 
Análisis fragmentos con una frecuencia menor a 0,95 
En el análisis con los fragmentos polimórficos cuya frecuencia fue menor a 0,95, la varianza total 
fue explicada por cinco ejes. El primer eje se destaca claramente al explicar el 51% de la varianza 
total (Tabla 10). El segundo y tercer eje no se diferencian claramente uno de otro pero tienen una 
contribución importante en el análisis ya que entre ellos explican el 20% de la variabilidad total 
calculada. Por último los ejes cuatro y cinco individualmente explican un bajo porcentaje de la 
varianza pero son suficientes para recoger y explicar el 100% de la variabilidad total encontrada 
entre los individuos de gulupa.  
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Tabla 10.  Descomposición de la varianza calculada mediante el análisis de correspondencia múltiple empleando los 
fragmentos con una frecuencia igual o menor a 0,95. 
Descomposición de la varianza ajustada 
por Greenacre 
Ejes  Porcentaje Porcentaje 
acumulado 
1  51,21  31,42 
2  10,45  61,66 
3  9,48  71,14 
4  0,30  99,95 
5  0,05  100 
 
Los fragmentos polimórficos con una frecuencia inferior a 0,95 y de mayor contribución absoluta 
a la diferenciación de los individuos se presenta en la figura 21.  En este análisis la determinación 
de los grupos estuvo dada principalmente por aquellos fragmentos que estuvieron ausentes en 
pocos individuos. Por ejemplo, los fragmentos numerados nox19 y nox20 fueron determinantes 
en la ubicación y separación del individuo MH63 el cual representa el individuo de maracuyá 
empleado como testigo (Figura 22). La contribución algunos fragmentos diferenciadores no fue 
lo suficientemente clara para hacer una correspondencia directa, pero se observó una similitud en 
el patrón de distribución de la gráfica con la distribución de los fragmentos y la gráfica con la 
distribución de los individuos evaluados (Figuras 21 y 22).  
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Figura 20. Distribución de los fragmentos polimórficos con una frecuencia menor a 0,95 (sufijos nox y six) más 
importantes en la diferenciación de los individuos de gulupa.  
  
 
Figura 21. Distribución de los individuos de gulupa y los testigos evaluados, determinada por las bandas 
polimórficas con una frecuencia menor a 0,95 que tuvieron mayor contribución absoluta en la distribución de los 
grupos. 
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En el análisis de la distribución tridimensional de los grupos conformados, se puede observar 
nuevamente la formación de un grupo principal que recoge la mayoría de los individuos de 
gulupa analizados y seis individuos que se diferencian o sobresalen del grupo pero mantiene su 
cercanía entre sí, confirmando la similaridad existente entre ellos. Los individuos más alejados 
son los testigos de las tres especies diferentes a Passiflora edulis f. edulis. En esta gráfica se 
observa que el individuo de gulupa empleado como testigo y codificado como SH64, aunque 
también se diferenció del grupo total se mantuvo relativamente cerca a los demás individuos de 
gulupa diferenciados.  
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Figura  22.  Representación tridimensional del análisis de correspondencia múltiple de los 70 individuos de gulupa 
evaluados, incluyendo los testigos y empleando fragmentos con una frecuencia menor a 0,95. 
 
Con el fin de visualizar la distribución de los individuos de gulupa sin el efecto de los testigos, se 
observó que los individuos más alejados y por tanto menos similares al gran grupo de las gulupas 
fueron: el individuo de gulupa no comercial empleado como testigo y el individuo codificado 
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como GH19 proveniente del Huila. El individuo que se mantuvo más cerca fue el individuo 
GT27 proveniente del Tolima.  
SH64 GT27
GH19
GC03
GH20
GC37
GB25
GC03
SH64
GC37
GH20
GT27
GB25
GH19
 
Figura  23. Representación tridimensional del análisis de correspondencia múltiple de los 70 individuos de gulupa 
evaluados, incluyendo únicamente el testigo de gulupa y empleando fragmentos con una frecuencia menor a 0,95. 
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5. DISCUSIÓN 
 
En este estudio se reporta una baja variabilidad genética en 70 materiales de gulupa provenientes 
de cultivos comerciales ubicados en ocho departamentos de Colombia empleando marcadores 
moleculares AFLPs y SSRs. Los AFLPs han sido de gran utilidad para evaluar diferencias 
genéticas entre especies sin un conocimiento previo del genoma, tales como Manihot esculenta 
Crantz (Elias et al., 2000), Vicia sativa L (Potokina et al., 2002) y Valerianella locusta 
(Muminovic et al., 2004), entre otras. Actualmente, el limitado conocimiento genético del género 
Passiflora ha permitido posicionar los AFLPs como una de las técnicas más poderosas para 
revelar polimorfismos en el DNA de las especies de este grupo (Segura et al., 2002). Una alta 
variabilidad interespecífica en los subgéneros Passiflora y Tacsonia fue identificada a partir de 
fragmentos con alto poder discriminativo (50% fueron polimórficos) obtenidos empleando 
AFLPs (Segura et al., 2002; Ocampo et al., 2004). Resultados similares fueron encontrados 
utilizando AFLPs en el estudio de la variabilidad intraespecífica de materiales mejorados de 
maracuyá provenientes de diferentes estados del Brasil (Devos et al., 2004). En el presente 
trabajo se obtuvieron 419 fragmentos con seis combinaciones de primers de AFLPs, sin embargo 
solo el 7% fueron polimórficos en al menos cuatro de los 70 individuos evaluados. Este 
porcentaje es significativamente bajo si se compara con el 93,89% de fragmentos polimórficos 
obtenidos con solo dos combinaciones de primers evaluando individuos de maracuyá (Devos et 
al., 2004). El bajo poder discriminativo de los AFLPs en nuestro estudio se debió probablemente 
a las características genéticas de los materiales analizados y no a una incapacidad discriminativa 
de la técnica per se. La estrecha variabilidad intraespecifica encontrada en este estudio 
empleando AFLPs está correlacionada con la procedencia de los materiales, ya que éstos fueron 
colectados en cultivos comerciales, lo que sugiere que algunos de estos probablemente tuvieron 
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un origen común a pesar de estar establecidos en diferentes regiones del País. Un resultado 
similar fue reportado para materiales comerciales de maracuyá en Brasil empleando RAPDs 
(Viana et al., 2003; Faleiro et al., 2005). De manera contrastante, una amplia diversidad 
intraespecífica fue encontrada en individuos de maracuyá provenientes de programas de 
mejoramiento empleando AFLPs (Devos et al., 2004), en individuos silvestres y comerciales 
evaluados por RAPDs (Bellon et al., 2007) y en materiales procedentes de diferentes países 
utilizando AFLPs (Ocampo et al., 2004). Un resultado particular fue la alta variabilidad genética 
reportada por Trujillo et al. (2009) para materiales comerciales de gulupa en Colombia 
empleando RAM´s. Estos resultados son contrastantes con lo que se reporta en esta investigación 
y en otros trabajos en donde se evaluaron individuos cultivados comercialmente para otras 
especies tales como maracuyá (Viana et al. 2003).  Es importante tener en cuenta que el número 
de individuos de gulupa y zonas geográficas evaluadas fueron diferentes en los dos estudios lo 
cual puede explicar en cierta medida las diferencias encontradas. En este trabajo se incluyó un 
número de individuos mayor (43 materiales) y se abarcaron cinco zonas geográficas adicionales 
con respecto a las zonas geográficas incluidas en el trabajo de Trujillo et al. (2009). Por otro lado, 
los marcadores moleculares empleados para cada estudio permiten detectar polimorfismos por 
estrategias diferentes, de este modo, el poder discriminativo especifico para cada marcador puede 
afectar los niveles variabilidad genética y por ende no se puede hacer una comparación directa de 
las diferencias encontradas entre los resultados. 
Alternativamente, en esta investigación se emplearon SSRs con el objetivo de tener un análisis 
complementario de la diversidad genética de los materiales evaluados, ya que éstos marcadores 
permiten hacer una estimación del porcentaje de heterocigotos en la población de estudio y 
evaluar la riqueza alélica (Chambers y MacAvoy, 2000). Actualmente, no se dispone de 
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secuencias de microsatélites específicas para gulupa en el Gene Bank (NCBI, consulta Octubre 
2010) o en la literatura, pero se han reportado microsatélites para dos especies cercanas: P. alata 
y P. edulis f. edulis (Oliveira et al., 2005, Padua et al., 2005). Estudios recientes de genética 
comparativa han revelado que el contenido y orden de los genes puede ser altamente conservado 
entre especies que comparten un acervo, lo que sugiere que un mismo marcador genético puede 
estar presente en especies relacionadas (Van Deynze et al. 1998) y por ende la transferibilidad de 
SSRs entre especies es posible (Peakall et al. 1998; Dirlewanger et al. 2002;). Teniendo en 
cuenta que en estudios filogenéticos P. alata y P. edulis f. flavicarpa están ubicadas como 
especies estrechamente relacionadas a P. edulis f. edulis (Yockteng y Nadot, 2004), en este 
trabajo se evaluó la transferibilidad de los SSR reportados para las dos especies ubicadas en el 
subgénero Passiflora. De los 17 marcadores microsatélites evaluados, ocho produjeron un 
fragmento específico dentro del rango de tamaño esperado en los individuos de gulupa, sin 
embargo todos los alelos visualizados fueron monomórficos en la población de estudio. El 
porcentaje de regiones de microsatélites amplificados exitosamente fue de 47% (ocho de los 17 
marcadores evaluados) lo cual es alto si se compara con algunos estudios en los cuales el 
porcentaje de microsatélites amplificados fue inferior al 10% (Hu et al., 2009). Sin embargo, la 
ausencia de variabilidad intraespecífica encontrada con estos marcadores pudo deberse a que los 
materiales de gulupa presentan alta uniformidad genética, la cual también fue evidenciado 
empleado AFLPs ó probablemente a que las regiones del genoma comunes entre estas especies 
han evolucionado a tasas diferentes. Por ejemplo, con el marcador PE07 fue posible evidenciar 
20 alelos diferentes en maracuyá (Oliveira et al., 2005), mientras que en los individuos evaluados 
de gulupa únicamente se observó un alelo. Esta diferencia en la riqueza alélica encontrada dentro 
de un mismo locus para las dos especies es un indicio de los diferentes procesos evolutivos que 
han sufrido estas regiones independientemente (Chambers y MacAvoy, 2000). Por esta razón, 
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aunque la transferencia de SSRs entre especies en algunos casos puede ser muy exitosa para 
estudios de variabilidad es aconsejable desarrollar estrategias que permitan identificar y 
secuenciar fragmentos de DNA que contengan SSR a partir de los cuales se puedan desarrollar 
primers flaqueantes a los SSR específicos para gulupa y obtener datos más informativos y con 
mayor poder discriminativo. 
El limitado porcentaje de fragmentos polimórficos obtenidos en este estudio empleando dos tipos 
de marcadores moleculares permitieron identificar una estrecha base genética entre los materiales 
evaluados, sin embargo con los análisis estadísticos empleados se pudieron identificar algunos 
individuos que se diferenciaron genéticamente. De acuerdo a los resultados obtenidos, los 
fragmentos polimórficos en al menos cuatro de los 70 individuos evaluados fueron más útiles en 
la discriminación entre materiales y adicionalmente fueron más precisos debido a que son menos 
sensibles a errores experimentales. Empleando el coeficiente de Dice, el valor promedio de 
similaridad genética entre los materiales fue 0,96 lo que indica la alta similitud a nivel genético 
entre los individuos estudiados. Trabajos en maracuyá empleando materiales comerciales también 
reportaron valores de similaridad entre los materiales mayores a 0,90 (Viana et al., 2003). Los 
valores de similitud encontrados evaluando individuos comerciales son altos si se comparan con 
estudios de variabilidad en individuos mejorados de maracuyá (Devos et al., 2004) y materiales 
silvestres de maracuyá dulce (Bellon et al., 2005) en los cuales se presentan valores de similitud 
promedio inferiores a 0,60 indicando que la base genética de estos materiales fue más amplia.  
Pese al alto valor promedio de similitud encontrado en los materiales de gulupa, la visualización 
de las relaciones genéticas entre los individuos empleando el análisis cluster permitió diferenciar 
cinco grupos en el dendrograma cuando se ubicaron en un valor de similitud de 0,60 
aproximadamente (Figura 17). Un procedimiento empleado para evaluar el soporte de los 
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agrupamientos observados en el análisis cluster es el procedimiento de bootstrap (Efron, 1979). 
Valores de bootstrap mayores a 80 de 100 remuestreos soportan o dan una buena confianza de 
los grupos conformados en el dendograma y han sido reportados en diferentes estudios (Linzer et 
al.,  2009; Tatikonda et al., 2009; Deng et al., 2009) dándole una alta confiabilidad al 
agrupamiento. Nuestros resultados en general mostraron bajos valores de bootstrap (50 de 100 
remuestreos) lo que indica que los grupos visualizados no están consolidados y por ende pueden 
variar. Esta inestabilidad en los clusters en la mayoría de los casos ocurre cuando algunos 
individuos en el momento de la agrupación presentan valores de similaridad intermedia con 
respecto a otros grupos, de modo que no son asignados a un grupo especifico y pueden pertenecer 
a varios cluster conformados por pocos individuos o no ser asignados a ningún cluster 
(Laurentin, 2009). Con el método de ordenamiento Análisis de Correspondencia Múltiple es 
posible evitar ese tipo de errores ya que en este tipo de análisis los individuos no son agrupados 
de acuerdo a una estructura jerárquica (Laurentin, 2009). En este trabajo empleando este tipo de 
análisis se obtuvieron resultados similares a los arrojados por el análisis cluster. En los dos casos 
se observó un gran grupo conformado por la mayoría de los individuos de gulupa y unos pocos 
individuos diferenciados del grupo principal (cinco individuos análisis cluster y seis individuos 
en el análisis de correspondencia). Los análisis estadísticos empleados en este estudio fueron 
complementarios para la interpretación de las relaciones entre individuos ya que estos tienen 
diferentes bases teóricas de modo que las similitudes encontradas entre ambas aproximaciones 
pueden ser usadas como medidas empíricas de alta confiabilidad (Drossou et al. 2004; Laurentin 
y Karlovsky, 2006). 
La baja variabilidad genética encontrada en los materiales de gulupa evaluados en esta 
investigación puede ser explicada por diferentes factores. La gulupa como cultivo comercial es de 
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reciente introducción (Isaacs, 2009; Rodríguez y Bermúdez, 2009). Este aspecto pudo ser 
determinantemente en la uniformidad genética encontrada porque al ser un cultivo de reciente 
introducción (20 años) para el cual no se registran cultivares certificados con características que 
permitan la adaptación a diferentes zonas geográficas, los individuos cultivados en las diferentes 
regiones del país pudieron ser derivados de una misma población y al tener un origen en común 
puede explicarse su alta similitud genética. Un indicio que da apoyo a este argumento es la 
información que se recolectó durante el proceso de colecta del germoplasma, en la cual los 
agricultores de cada predio visitado suministraron la información de la procedencia del material 
que tenían establecido en campo. Luego de analizar esta información (datos no publicados) se 
encontró que la mayoría de los cultivos (81%) se establecieron a partir de plantas adquiridas en 
cuatro viveros que son los principales distribuidores de plántulas de gulupa en el país ó a través 
del intercambio de semillas entre cultivadores de una misma región. De esta manera fue frecuente 
encontrar que los materiales colectados en cultivos por ejemplo del departamento de Quindío ó 
Antioquia provenían de un vivero ubicado en Cundinamarca. Estos resultados explican en gran 
medida la poca variabilidad intraespecífica encontrada en los materiales de gulupa evaluados a 
pesar de que en este estudio se abarcó el 60% de los departamentos que conforman la región 
Andina en la cual se concentra la más alta diversidad de especies pertenecientes al género 
Passiflora (Ocampo et al., 2007).  
Otro aspecto importante en el marco de este trabajo de investigación es el desconocimiento sobre 
las vías por las cuales los individuos de gulupa llegaron al país desde su centro de origen (sur de 
Brasil, parte de Paraguay y Norte de Argentina) y a partir de qué germoplama empezó a ser 
explotada comercialmente. De acuerdo a los reportes de literatura la gulupa es conocida en el 
mercado internacional desde principios del siglo XX, ya que en Australia, Kenia, Nueva Zelanda 
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y Sur África ha sido utilizada en plantaciones comerciales desde el periodo comprendido entre 
los años 1900-1950 (Akamine, 1974). Esta información es de importancia puesto que existe la  
probabilidad que los materiales de gulupa establecidos comercialmente en Colombia provengan 
de semillas producidas en cultivos comerciales de Europa y África, lo cual también daría sustento 
a la baja variabilidad genética encontrada en nuestros materiales, teniendo en cuenta que la 
erosión genética es un fenómeno común en especies cultivadas sometidas a fuerte presión de 
selección para las cuales no se han conservado sus relativos silvestres (Dey, 1973). De otro lado, 
el hecho de que hasta el momento en Colombia o Sur América no se hayan registrado bancos de 
germoplasma específicos de gulupa, materiales caracterizados ó programas de fitomejoramiento, 
a partir de los cuales se hubieran podido propagar los materiales que actualmente se encuentran 
en campo, hace menos probable que los materiales establecidos en campo actualmente tengan 
diferentes procedencias.  
Desde el punto de vista biológico, los mecanismos reproductivos constituyen un punto 
importante en la variabilidad genética de las poblaciones (Hedrick, 2005). De acuerdo a estudios 
recientes realizados en accesiones de gulupa, esta especie es predominantemente alógama y 
puede presentar porcentajes de autopolinización solo en un 20% (John Ocampo, comunicación 
personal 2010). Dadas éstas características reproductivas es muy posible que los individuos de 
gulupa establecidos comercialmente en Colombia hayan sido originados por polinización 
cruzada. Sin embargo el hecho de que provengan de unas pocas poblaciones (en este caso unos 
pocos viveros), genera una baja variabilidad genética ya que la progenie se comporta como una 
población endogámica en donde el intercambio genético ocurre entre individuos emparentados y 
a pesar de que la recombinación genere rearreglos alélicos no se están ganando o incorporando 
nuevos alelos a la población (Avise, 2004).  
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Retomando los argumentos que se han utilizado en el presente trabajo para dar una explicación a 
la baja variabilidad genética encontrada, tenemos que los resultados estan correlacionados 
principalmente con dos aspectos: 1) el muestreo se realizó en cultivos comerciales en los cuales 
la mayoría de los materiales provenían de viveros ubicados en Cundinamarca, 2) la gulupa como 
cultivo es de reciente introducción y se desconoce a partir de que materiales se empezó a explotar 
comercialmente. Sin embargo, dentro de este contexto, con los análisis empleados se 
identificaron seis individuos que presentaron diferencias en el perfil genético con respecto al 
resto de individuos evaluados. Dos características fueron comunes entre los individuos 
diferenciados: todos los individuos presentaron procedencias distintas (se adquirieron de viveros 
o fuentes diferentes) y provenían de los cultivos con mayor tiempo de establecimiento. Excepto 
por el individuo de Boyacá GB25 el cuál se diferenció del análisis y tenía un tiempo de 
establecimiento de 14 meses, los materiales restantes habían sido establecidos con un tiempo ≥30 
meses (datos no mostrados). Si bien las diferencias entre las edades promedio del resto de 
cultivos evaluados no son muy grandes (~20 meses) las condiciones particulares de la población 
que dió origen a los individuos pudo haber influido en las diferencias encontradas genéticamente 
entre ellos. Por ejemplo, del 48% de los individuos evaluados que provenían del mismo vivero, 
únicamente el individuo GC03 se diferenció de los materiales con esta procedencia. 
Consecuentemente, este cultivo tenía un tiempo de establecimiento de aproximadamente 35 
meses lo cual es superior a la edad promedio de los cultivos evaluados (24 meses), lo que sugiere 
que probablemente la población parental de la cual se originó el invididuo GC03 presentó alguna 
característica genética particular que explica las diferencias encontradas genéticamente para este 
individuo. Una situación similar se evidenció en los materiales GC37 y GT27, los cuales fueron 
obtenidos a partir de viveros diferentes a los cuatro principales y además tenían un tiempo de 
establecimiento superior al promedio. Finalmente, los individuos GH19 y GH20 además de tener 
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una procedencia distinta, presentaron unas particularidades interesantes. En primer lugar estos 
materiales fueron colectados en el departamento del Huila en los municipios de Garzón y 
Gigante. Estos municipios constituyen una de las primeras zonas en las que se empezó a cultivar 
la gulupa en Colombia (Albeiro Morales, comunicación personal 2008). De hecho, el material 
adquirido en estos municipios se encontraba en cultivos que estaban próximos a ser erradicados 
debido a los múltiples problemas fitosanitarios y a la edad del cultivo. Adicionalmente, esta fue 
la única zona en la cual ya se había sembrado gulupa por dos ciclos (~9 años) lo cual indica que 
eran los materiales que más tiempo llevaban establecidos en esas condiciones ambientales y 
geográficas. De otro lado, exclusivamente en esta región fue frecuente encontrar cultivos 
comerciales de granadilla y cholupa en las mismas zonas geográficas donde se sembraba gulupa 
y además fue en el único lugar en que se observaron individuos de gulupa y otras pasifloras 
creciendo naturalmente en zonas aledañas a los cultivos comerciales o en pequeños jardines 
dentro de las casas. Este hecho sugiere que posibles cruzamientos entre especies de gulupa 
comerciales e individuos de gulupa que crecen naturalmente en esta zona pueden eventualmente 
haber ocurrido en esta región potencializando la diversidad genética para esta especie. De ser 
cierta esta hipótesis se podría explicar en parte la variabilidad del individuo GH19 el cual 
provenía de un cultivo propagado a partir de una planta crecida naturalmente entre plantaciones 
de café en el municipio de Gigante y la variabilidad del material de gulupa empleado como 
testigo colectado a borde de carretera dentro de esta zona. Un resultado inesperado fue la 
ausencia de variabilidad encontrada en los materiales de gulupa provenientes del Banco de 
Germoplasma de Corpoica La Selva, ya que según el registro de colecta estos materiales fueron 
adquiridos en los departamentos Antioquia, Nariño y Putumayo y por ende se esperaba que al 
tener un origen diferente se presentarían diferencias con respecto al resto de materiales. Sin 
embargo, dada la escasa información suministrada en los datos de pasaporte, no fue posible 
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conocer aspectos básicos como por ejemplo si estos individuos provenían de cultivos 
comerciales, de esta manera es difícil correlacionar factores que expliquen este resultado.  
La uniformidad genética encontrada en los cultivos comerciales de gulupa representa un alto 
riesgo para la producción y la continuidad de la especie como cultivo comercial. Esto se debe por 
ejemplo a que ante un complejo de enfermedades para las cuales no existe fuentes de resistencia 
todos los cultivos se ven indiscriminadamente afectados, lo cual de hecho se ha evidenciado en 
los últimos tres años en diferentes zonas productoras del país. Dado que en este estudio fue 
posible identificar individuos con  diferencias en los perfiles genéticos y considerando otros 
factores tales como la gran diversidad genética del genero Passiflora en Sur América, los 
cambios evolutivos ocurridos en el genoma (Melo y Guerra, 2003) y la naturaleza reproductiva 
de P. edulis f. edulis, entre otros, es posible pensar que exista variabilidad genética 
intraespecífica en la especie. Bajo esta premisa una de las estrategias más plausibles es continuar 
con una búsqueda exhaustiva de materiales silvestres ó renaturalizadas que sirvan como fuentes 
de nuevos genes, a través de estrategias de colecta basadas en reportes de herbarios y apoyadas de 
modelos predictivos con la ayuda de Sistemas de Información Geográficos (SIG) que permitan 
ubicar zonas donde la especie crezca naturalmente y así obtener individuos con los cuales se 
pueda recrear un panorama más preciso de la diversidad natural que presenta la especie. 
Alternativamente, gracias a la capacidad de cruzabilidad que se ha reportado entre algunos 
individuos del género Passiflora (Oliveira, 1980; Oliveira et al., 1994; Vanderplank, 1996) 
podrían explorarse por medio de programas de mejoramiento diferentes cruzamientos 
interespecíficos para que de esta manera se pueda ampliar el reservorio génico de la especie P. 
edulis f. edulis. Esta última estrategia ha sido implementada con éxito otros países como Brasil y 
Australia, a través de cruzamientos entre P. edulis f. edulis, P. edulis f. flavicarpa y P. incarnata 
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principalmente lo que ha permitido desarrollar materiales con tolerancia a ciertas enfermedades 
tales como virosis o marchitez vascular causada por Fusarium spp., (Anderson, 2010). 
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7. ANEXOS 
 
Anexo 1. Protocolo de extracción de DNA 
Procedimiento 
El tejido foliar que se toma para la extracción debe estar en optimas condiciones fitosanitarias y 
fisiológicas, preferiblemente se toman hojas jóvenes. Para transportar el material vegetal, se pone 
en toallas de papel seco debidamente rotulado y dentro de una bolsa plástica. Se transporta en 
nevera de icopor con hielo.  
1. Tome 500 mg de  hojas y macérelas en nitrógeno liquido hasta obtener un polvo fino  
2. Caliente el baño de agua a 65°C  
3. Prepare el buffer de extracción, el cual contiene 
 
Tabla 1. Composición del buffer para extracción de DNA 
Reactivo Concentración 
Stock 
Concentración 
final 
Volumen 
para 50 ml 
Volumen para 
100 ml 
Tris-Hcl 1,0M 0,15M 7,5mL 15mL 
EDTA 0,5M 0,015M 1,5mL 3,0mL 
NaCl 5,0M 1,0M 10mL 20mL 
β-mercaptoetanol  5,0% 2,5mL 5,0mL 
CTAB  1,0% 0,5g 1,0g 
PVP 360.000  1,0% 0,5g 1,0g 
 
Nota: El buffer de extracción se prepara en plancha de calentamiento y agitación y al final en 
cámara extractora se agrega el β-mercaptoetanol. Lleve a volumen final con agua desionizada.  
1. Caliente el buffer de extracción por 30 minutos en el baño de agua hasta después de que 
este haya alcanzado una temperatura de 65°C. 
2. Agregue a cada muestra 1200 uL de buffer de extracción caliente y agite en vortex de tal 
manera que el tejido quede completamente homogenizado.  
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3. Ponga a incubar las muestras en baño maría durante 30 minutos. Agite el tubo 
delicadamente, dándole vuelta cada 10 minutos. Este paso desnaturaliza las enzimas y 
proteínas presentes. 
4. Centrifugue a 12500 g durante 15 minutos  
5. Transfiera la fase acuosa superior (sobrenadante) a un tubo limpio. añada fenol en una 
relación 1:1. Agite suavemente el tubo. Este paso destruye las proteínas. 
6. Centrifugue a 12500 g durante 20 minutos. 
7. Transfiera el sobrenadante a un tubo limpio y añada cloroformo-octanol (24:1) 
(cloroformo –alcohol isoamílico) en una relación 1:1 
8. Incube la mezcla con agitación durante 20 minutos. Ponga los tubos acostados en una 
cubeta plástica.  
9. Centrifugue a 25000g por 15 minutos 
10. Transfiera 200 uL de sobrenadante a un tubo limpio y agregue 
- 20uL de acetato de sodio 3M, pH 5.2 Frío (-20°C) (relación 1/10) 
- 120 uL de isopropanol frío a -20°C (relación (6/10)  
11. Agite suavemente para que precipite el DNA 
12. Incube a -20ºC durante una noche, para que precipite el DNA, o durante una hora a -80°C. 
Preferiblemente deje toda la noche a -20ºC 
Día siguiente 
13. Centrifugue a 25000 g durante 15 minutos 
14. Descarte el sobrenadante 
15. Si las muestras de DNA se observan oxidadas, agregue 100 uL de agua HPLC, estéril a 
cada muestra y resuspenda el DNA, agitándolo para que disuelva 
16. Centrifugue a 25000g durante 15 minutos 
17. Elimine el sobrenadante y deje el DNA que queda en el fondo del tubo  
18. Añada 400 uL de etanol al 70% frío (-20°C). Esto ayuda a retirar las sales que se 
precipitaron junto con el DNA. 
19. Centrifugue a 25000 g durante 5 minutos 
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20. Remueva completamente el sobrenadante 
21. Deje secar el DNA (pellet) durante 40 minutos, mantenga los tubos abiertos (cámara 
extractora es mejor). 
22. Resuspenda el DNA en 100uL de TE/RNAasa (25ug/ml) (Tabla 2) 
23. Incube durante 15 minutos a 37ºC (baño de agua, ajústelo a 36.5°C) 
24. Almacene, debidamente rotulado a -20ºC 
 
Tabla 2. Composición de la RNAasa 
Reactivo Casa 
comercial 
Concentración 
Stock 
Concentración 
final 
Volumen para 
10mL 
Tris-HCl pH 8.0 merck 1.0M 10mM 100uL 
EDTA pH 8,0 merck 0.5M 1.0mM 20uL 
ARNasa  5.0ppm 25ug/ml 50uL 
Agua desionizada    =9.84mL 
NOTA: La solución de Tris y EDTA se deben esterilizar antes de agregar la RNAasa 
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Anexo 2. Protocolo para visualización de los AFLPs 
 
1) Preparación de reactivos 
Composición solución de acrilamida 6% 
Reactivo 1000 mL 
Acrilamida-bis acrilamida 
19:1 
60g 
Urea 420 g 
TBE10X 100ml 
Agua desionizada  Llevar a volumen 
 
Buffer de carga 3X para geles de poliacrilamida* 
Reactivo 10 mL 
Formamida 95% 9,5mL 
EDTA 20mM 400µL 
Azul de bromofenol 
0.05% 
5mg 
Xilencianol 0,05% 5mg 
 
Composición Buffer TBE 10X 
Reactivo 1 Litro 
Tris base 108 g 
Acido bórico 55 g 
EDTA pH 8.0 40 ml 
Agua desionizada 797ml 
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*Guardar a 4°C 
Preparación persulfato de amonio  
Reactivo 10 mL 
Persulfato de amonio 1g 
Agua MilliQ                   10ml 
  
 
Soluciones para tinción de geles de poliacrilamida 
Solución Reactivos    1 Litro 
Solución de fijación   ácido acético 
Agua destilada 
      75 ml 
    925 ml 
 
Solución de tinción 
 
 
Nitrato de plata (AgNO3) 
agua destilada 
        
        1 g 
    1000 ml  
 
Solución de revelado 
 
 
Agua destilada                       
Carbonato de Sodio 
(Na2CO3) 
formaldehído 37% 
Thiosulfato de sodio 
NaO2O3  
       
     1000 ml 
       30g 
 
       1.5 ml 
       350 uL   
Solución de parada  ácido acético 
Agua destilada 
     75 ml 
    925 ml 
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2) Procedimiento 
Preparación de los vidrios 
1. Limpiar los vidrios cuidadosamente. Antes de iniciar el procedimiento lave los vidrios 
con agua desionizada para remover los residuos de pegante (Bind Silane).  
2. Ubique los vidrios a una distancia considerable cuidando de no contaminar uno con el 
otro.  
3. Agregue abundante agua destilada sobre los vidrios y límpielos vigorosamente con una 
toalla familia. Repita este procedimiento dos veces.  
4. Agregue abundante etanol al 95% sobre los vidrios y límpielos vigorosamente con una 
toalla de papel. Repita este procedimiento dos veces y déjelos secar completamente. 
Preparación del vidrio pequeño o cámara 
Este vidrio tiene el reactivo para deslizar o antiadherente 
 
 
 
 
1. Agregue 3000 uL de Sigmacote®, pero fracciónelo en cantidades de 1000 uL y asegúrese 
de que quede esparcido en todo el vidrio.  
2. Deje secar el sigmacote, posteriormente aplíquele un poquito de agua destilada y pase la 
toalla de papel absorbente suavemente con el fin de retirar los excesos de productos.  
Preparación del vidrio grande rectangular 
Este vidrio contiene el reactivo para pegar el gel 
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1. Prepare una solución para pegado únicamente antes de adicionarla al vidrio. Para esto 
agregue 0,3uL de Bind Silane a un tubo ependorff que contiene 1 mL de etanol al 95% + 
0,5% de ácido acético glacial.  
2. Agregue 500 uL de la solución de pegado y distribúyalo uniformemente sobre el vidrio, 
agregue los 500 uL restantes y vuélvalos a distribuir. Cerciórese de que todo en el vidrio 
haya quedado impregnado con la solución pegante.  
3. Deje secar el vidrio y agregue un poquito de agua destilada y pásele la toalla de papel 
absorbente suavemente con el fin de retirar los excesos de pegante. 
4. Humedezca los espaciadores y colóquelos sobre los bordes del vidrio. 
 
Preparación del gel 
1. Una vez haya ubicado los espaciadores sobre el vidrio rectangular tome el vidrio pequeño 
(antiadherente) en forma de castillo (con cuidado de no contaminar la región que contiene 
el Sigmacote®) y póngalo sobre el gel rectangular poniendo en contacto la cara que tiene 
el Sigmacote® con la cara que tiene el pegante y ubique los ganchos grandes a cada lado 
del los vidrios para ejercer presión sobre ellos (Figura 4). 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4: Montaje de los vidrios. a: se muestran los dos vidrios para la preparación del gel. b. 
vidrios listos para servir el gel 
2. Ubique dos tapas de tubos falcón debajo de los dos vidrios que ha unido previamente de 
tal manera que queden levemente inclinados y la solución de acrilamida pueda deslizarse 
fácilmente entre los dos vidrios. 
Espaciadores
Vidrio 
con antiadherente
(castillo)
Vidrio con
la solución
pegante
a
ganchos o clips
b
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3. Deposite en un beaker  70 ml de la solución filtrada de acrilamida y agregue 750 uL de 
persulfato de amonio + 75 uL de TEMED. El persulfato de amonio y el temed ocasionan 
que la solución polimerice, por lo tanto, debe trabajar rápido pero con cuidado este paso. 
4. Tome esta solución con una jeringa e inyéctela a través de los vidrios previamente 
inclinados cuidando de que no se formen burbujas al interior de ellos (Figura 5). Si usted 
observa que la solución de acrilamida no se está distribuyendo uniformemente dentro de 
los vidrios, golpe con los dedos sobre las regiones del vidrio donde observe dicho retraso. 
Una vez la acrilamida llegue al final del vidrio, ubique otras dos tapas debajo de los 
vidrios para que queden dispuestos horizontalmente. Posteriormente, ubique el peine por 
el lado que no tiene los dientes para formar el frente de corrido, cuide de no introducir 
burbujas de aire que puedan afectar la electroforesis posteriormente. Deje polimerizando 
aproximadamente una hora. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5: Disposición de los vidrios para servir el gel 
Procedimiento para la electroforesis de geles de acrilamida 
1. Ubique los vidrios que contienen el gel polimerizado sobre  la base de la cámara 
vertical de electroforesis de tal manera que el vidrio pequeño quede apoyado sobre 
la cámara vertical.  
2. Agregue el buffer TBE 0,5X en los canales superior e inferior de la cámara de 
electrofóresis vertical y con una jeringa limpie el frente de corrido para retirar los 
excesos de urea. Recuerde que el buffer debe agregarlo a temperatura ambiente. 
3. Ubique el peine dentro del gel, esta vez de manera que los dientes toquen 
superficialmente el frente de corrido. Este paso busca formar los pozos donde se 
depositaran las muestras. De nuevo limpie los pozos con la ayuda de una jeringa.  
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4. Cargue buffer de carga sin muestra para evaluar cuantos pozos están limpios y no 
permiten el paso de muestra entre uno y otro. 
5. Conecte la cámara de electroforesis vertical y seleccione en el manual de función 
las siguientes específicaciones; 2800-3000 voltios y 100-120 W.  
6. Realice un pre-corrido del gel hasta alcanzar una temperatura de 50C 
7. Agregue el buffer de carga a las muestras y desnaturalícelas  calentándolas a una 
temperatura 94°C por tres minutos. Esto con el fin de permitir una migración 
óptima de las muestras dentro de la matriz del gel. 
8. Una vez haya sacado las muestras del termociclador, después de desnaturalizadas 
póngalas inmediatamente en hielo y luego siémbrelas en el gel. 
9. Una vez haya terminado de servir todas las muestras, tape la cámara de 
electroforesis y de inicio al programa de corrido con las mismas específicaciones 
del pre-corrido. 
10. Déjelo correr hasta que salga la primera línea del buffer de carga o calcule la 
distancia de corrido con respecto al peso de su muestra.  
Procedimiento de tinción de los geles  
1. Prepare las soluciones : 
a. Solución de fijación 
b. Solución de tinción 
c. Solución de revelado 
d. Solución de parade 
2. Después de la electroforesis, ubique los dos vidrios sobre una bandeja y agregue 
hielo durante un minuto. Posteriormente separe cuidadosamente los vidrios, para 
esto puede sacar parcialmente los espaciadores en la parte superior y sujetarse de 
ellos para separar los vidrios. Asegúrese que el gel quede bien pegado al vidrio 
grande.  
3. Ubique el vidrio grande dentro de una bandeja plástica y agréguele la solución de 
fijación, póngala en agitación y déjelo durante 20 minutos o hasta que el colorante 
azul no sea visible. 
4. Una vez transcurrido el tiempo de fijación lave dos veces los vidrios con 
abundante agua desionizada durante tres minutos cada uno.  
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5. Escurra bien el agua de los vidrios y luego adicióneles la solución de tinción 
durante 35 minutos. 
6. Realice un lavado breve de máximo diez segundos con abundante agua destilada. 
7. Escurra los vidrios y adicióneles la solución de revelado hasta que las bandas sean 
visibles, obsérvelos constantemente para evitar que el gel se queme y no permita 
diferenciar las bandas. Si diez minutos después de haber agregado el revelado 
usted no observa las bandas es porque no tuvo una amplificación exitosa. 
8. Una vez empiece a visualizar las bandas tome el vidrio y transfiéralo rápidamente 
a la solución de parada para evitar que el revelado continué. Deje el vidrio durante 
cinco minutos dentro de la solución. 
9. Lave el gel con abundante agua desionizada.   
10. Deje secando el gel a temperatura ambiente y observe los resultados cuatro horas 
después 
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Anexo 3. Número total y procedencia de individuos colectados 
CÓDIGO MUNICIPIO  VEREDA DPTO  CÓDIGO MUNICIPIO  VEREDA DPTO 
GC01 Granada Subia Cund. GC38 Venecia  San Cristobal Cund. 
GC02 Granada Subia Cund. GC39 Venecia Sabaneta baja Cund. 
GC03 Granada San Raimundo Cund. GC40 Venecia  San Cristobal  Cund. 
GC04 San Bernardo Alejandría  Cund. GC41 Venecia Quebrada  Cund. 
GC05 San Bernardo Alejandría  Cund. GC42 Venecia Aposentos Doa Cund. 
GC06 San Bernardo Alejandría  Cund. GC43 Venecia Aposentos Doa Cund. 
GC07 San Bernardo San Francisco Cund. GC44 Venecia Aposentos Doa Cund. 
GC08 San Bernardo San Miguel Cund. GC45 Venecia Aposentos Doa Cund. 
GC09 San Bernardo San Miguel Cund. GC46 Venecia Aposentos Doa Cund. 
GC10 Choachí El resguardo Cund. GC47 Venecia Aposentos Doa Cund. 
GC11 Choachí El resguardo Cund. GC48 Venecia Aposentos Doa Cund. 
GC12 Venecia La reforma Cund. GC49 Venecia Aposentos Doa Cund. 
GC13 Venecia La chorrera Cund. GC50 La Vega  Ucrasia Cund. 
GC14 Venecia El diamante Cund. GQ51 Salento Los Pinos Quindío  
GC15 Venecia Aposentos Doa Cund. GQ52 Circasia Barcelona alta Quindío  
GC16 Granada La 22 Cund. GQ53 Circasia Barcelona alta Quindío  
GC17 Granada Guasmal Cund. GB54 Buena Vista Sabaneta Boyacá  
GH18 Garzón Cedral  Huila GB55 Buena Vista Concepción Boyacá  
GH19 Gigante La estación Huila GB56 Buena Vista San Pedro Boyacá  
GH20 La argentina Paraiso Huila GB57 Buena Vista San Pedro Boyacá  
GH21 La argentina Pensil  Huila GB58 Buena Vista San Pedro Boyacá  
GH22 Iquira  Los Andes Huila GB59 Buena Vista Honda Boyacá  
GH23 Iquira  La copa Huila GB60 Buena Vista Sabaneta Boyacá  
GB24 Buena Vista San Miguel Boyacá  LH61 Garzón Testigo  Huila 
GB25 Buena Vista  Sabaneta Boyacá  CH62 Iquira  Testigo  Huila 
GB26 Tibaná Piedras Candela Boyacá  MH63 Argentina  Testigo  Huila 
GT27 Cajamarca Cucuana Tolima  SH64 Garzón Testigo Huila 
GT28 Cajamarca El cajón Tolima  GI65 Putumayo Vichay Putumayo 
GT29 Cajamarca Las brisas Tolima  GI66 Urrao La Hondita Antioquia 
GA30 Peñol La hondita Antioquia  GI67 ----- Pradera Abajo Nariño 
GA31 Jardín Monte cristo Antioquia  GI68 Putumayo Vichay Putumayo 
GA32 Jardín El crucero Antioquia  GI69 La Estrella La Bermejala Antioquia 
GC33 Venecia Sagrado corazón Cund. GI70 Sta Rosa Osos ----- Antioquia 
GC34 Venecia Agua Dulce Cund. GI71 Frontino Alto de Cuevas Antioquia 
GC35 Venecia Agua Dulce Cund. GI72 Puerto Berrio ----- Antioquia 
GC36 Venecia Agua Dulce Cund. GI73 Frontino La Blanquita Antioquia 
GC37 Venecia Agua Dulce Cund.  GI74 Sopetrán Horizontes Antioquia 
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